Atmungsferment und Oxydasen. 


Von 
Otto Warburg, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 5. September 1929.) 


Zerreibt man Zellen und extrahiert den Zellbrei, so geht bei Wahl 
geeigneter Objekte und Versuchsbedingungen die ganze Atmung in 
die Extrakte iiber. 

Die Atmung in den Extrakten ist unbestandig. Im allgemeinen 
beginnt der Verfall mit einem Sinken der Kohlensaurebildung. Spiter 
sinkt auch der Sauerstoffverbrauch und man hat schlieBlich Lésungen, 
in denen sich zwar manche autoxydable Substanzen, wie Phenole und 
aromatische Amine, schneller oxydieren, als in Wasser, in denen aber 
die wesentlichen Wirkungen der Atmung verschwunden sind. Wie die 
Art der Oxydation, so andert sich in der Zeit des Verfalls auch die 
BeeinfluBbarkeit der Oxydation. Kohlenoxyd, Blausiure, Narkotica 
hemmen oder hemmen nicht oder beschleunigen sogar. 

Nennt man Oxydasen Fermente, die molekularen Sauerstoff iiber- 
tragen, so hat man in den Extrakten Oxydasen, und klassifiziert man 
die Oxydasen, wie es in der Fermentchemie Brauch ist, nach den be- 
obachteten Wirkungen, so hat man in den Extrakten zu verschiedenen 
Zeiten verschiedene Oxydasen, Glucoseoxydase, Alkoholoxydase, Indo- 
phenoloxydase usw. Streng genommen, gibt es ebensoviel Oxydasen 
wie Extraktversuche. Waren die Extrakt-oxydasen in der lebenden 
Zelle vorgebildet, so enthielte ein und dieselbe Zellart unzihlige 
Oxydasen. 

Aber Vielheit der Oxydasen in der lebenden Zelle wire ein VerstoB 
gegen ein in der lebendigen Substanz herrschendes Prinzip. Zu dem 
Fermentbegriff gehért es, daB die Fermentkonzentration sehr klein 
ist, d. h. — da der chemische Umsatz gro8 ist — daB die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Fermentreaktionen sehr groB sind. Je 
gréBer die Geschwindigkeitskonstante einer Fermentreaktion, um 80 
weniger Fermentmolektile braucht man, um einen bestimmten che- 
‘mischen Umsatz zu erzielen, um so kleiner ist der fiir den Umsatz 
notwendige Raum, um so feiner ist die ,,Struktur’ des chemischen 
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Umsatzes. Vielheit der Oxydasen in der Atmung wiirde den Nutzen 
der groBen Geschwindigkeitskonstanten wieder zum Verschwinden 
bringen. Denn jeder Bezirk der lebendigen Substanz, der Energie 
braucht, miBte unzihlige Oxydasen bereit halten, von denen immer 
nur eine den Umsatz bewirkte (z. B. die Glucoseoxydase, wenn Glucose 
verbrennt, die Indophenoloxydase, wenn das Nadigemisch oxydiert usw.). 
Dies ware gleichbedeutend mit einer der Zahl der Oxydasen pro- 
portionalen Verkleinerung der Geschwindigkeitskonstanten der Atmung, 
der GréBe 


Zah] der in der Zeit- und Volumeneinheit reagierenden Fermentmolekiile. 





Zah] der in der Volumeneinheit vorhandenen Fermentmolekiile 


Zu dieser Uberlegung stimmt, was man bei der Untersuchung der 
Atmung findet. Betrachten wir zunachst die Atmung ein und derselben 
Zellart. Gleichgiiltig, ob Glucose oder Alkohol oder eine andere Substanz 
verbrennt, hemmt Kohlenoxyd die Atmung bei demselben Druck um 
denselben Betrag. Hemmt man ferner die Atmung durch Kohlenoxyd 
um den Bruchteil a, so verhalt sich der iibrigbleibende Atmungsrest 
gegen Kohlenoxyd genau so, wie der gehemmte Bruchteil, eine Analyse, 
die man so weit treiben kann, bis 99°, der Atmung gehemmt sind. 
Belichtet man in Kohlenoxyd, so wirkt das Licht bei beliebigen 
Hemmungsgraden der Atmung gleich. 

Die Kohlenoxydwirkung, die bei bestimmten Kohlenoxyd- und 
Sauerstoffdrucken auftritt, hangt ab von vier chemischen Ge- 
schwindigkeitskonstanten!. Gleiche Hemmung durch gleiche Gasdrucke 
bedeutet quantitative Ubereinstimmung in bezug auf vier chemische 
Geschwindigkeitskonstanten. Gleiche Lichtwirkung bedeutet gleiches 
Absorptionsspektrum. Allgemein bedeutet gleiches Verhalten der 
Atmung bei verschiedenen Hemmungsgraden, daB alle Eisenatome 
einer Zelle, die in der Atmung Sauerstoff iibertragen, identisch ge- 
bunden sind. Wiirden dagegen etwa 50%, des Sauerstoffs durch 
Porphyrineisen, 50° durch Cysteineisen iibertragen, so wiirde man 
je nach dem Hemmungsgrad der Atmung verschiedene Ferment- 
spektren finden. 

Wenn also in Extrakten einer Zellart viele verschiedene Oxydasen 
gefunden werden, so sind dies nicht Fermente, die in der lebenden Zelle 
schon vorhanden waren, sondern Umwandlungs- und Zerfallsprodukte 
einer im Leben einheitlichen Substanz. Einheit des Atmungsferments 
im Leben und Vielheit der Oxydasen in den Extrakten sind keine 
Widerspriiche. 


1 Bildungs- und Zerfallskonstante des FeO,, Bildungs- und Zerfalls- 
konstante des FeCO. Mathematische Theorie in dieser Zeitschr. 202, 202, 
1928. 
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Eine zweite Frage ist es, ob das Atmungsferment — einheitlich 
fiir jede Zellart — in verschiedenen Zellen verschieden ist. Vergleicht 
man die Kohlenoxydwirkung in verschiedenen Zellarten, z. B. in 
Hefezellen und den Zellen der Netzhaut, so findet man im allgemeinen 
bei ungefaihr gleichen Gasdrucken gleiche Hemmungen.  Bestrahlt 
man, so findet man die Lichtempfindlichkeit der Atmung im 
allgemeinen der GréBenordnung nach gleich. Dies bedeutet nahe Uber- 
einstimmung in bezug auf vier chemische Geschwindigkeitskonstanten 
sowie in bezug auf die Absorptionsspektren. 

Es sind also die katalytisch wirksamen Eisenatome sehr ver- 
schiedenartiger Zellen gleichartig gebunden, z. B. in den folgenden 
Zellarten: Hefen, Kokken, pflanzlichen Samen, Leber, Chorion, Embryo, 
Netzhaut, Blutleucocyten, Blutplaittchen, Rattentumoren. Doch mag 
es sein, daS in der Natur Faille vorkommen, in denen das Eisen 
durch ein anderes Schwermetall oder das Porphyrin durch einen 
anderen Komplexbildner vertreten ist. 

Atmung ist hier genannt, was Lavoisier Atmung genannt hat: die 
Verbrennung organischer Substanz durch molekularen Sauerstoff in 
lebenden Zellen. Andere fassen den Begriff Atmung weiter und nennen 
Atmung die Summe aller chemischen Vorginge in lebenden Zellen. Sogar 
die Reduktion von Anilinfarbstoffen ist Atmung genannt worden. Die 
Folge ist oft ein Streit um Worte. Der eine sagt, die Atmung wird durch 
Blausiiure gehemmt und meint die Lavoisiersche Atmung. Der andere 
sagt, die Atmung wird nicht durch Blauséure gehemmt und meint die 
Reduktion von Methylenblau. Ich schlage vor, auch auf diesem Gebiet 
Vorgange, die verschieden sind, verschieden zu benennen, etwa die Lavoisier- 
sche Atmung kurz als ,,Atmung‘ und die Methylenblaureduktion als 
»»Methylenblaureduktion‘‘ zu bezeichnen. 


1* 








Atmungsferment und Sauerstoffspeicher. 


Von 
Otto Warburg, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 5. September 1929.) 


Die roten Blutzellen der Végel enthalten neben dem Eisen des 
Atmungsferments eine Eisenverbindung, die Sauerstoff speichert — 
Hamoglobin. Sattigt man diese Zellen mit dem Sauerstoffdruck p und 
]4Bt sie bei konstantem Sauerstoffdruck atmen, so wird der Sauerstoff- 
vorrat des Speichers nicht beansprucht. Das Haimoglobin bindet eine 
durch den Sauerstoffdruck p bestimmte Sauerstoffmenge, die bei 
konstantem p weder zu- noch abnimmt. La8t man den Sauerstoffdruck 
sinken, so wird ein Teil des Atmungssauerstoffs aus dem Speicher 
entnommen und es wird — bei gleicher Atmung — aus der Umgebung 
weniger Sauerstoff absorbiert, als wenn der Speicher nicht vorhanden 
ware. 

Man kann den Sauerstoffspeicher entleeren, indem man den Sauer- 
stoff aus dem Hiamoglobin durch Kohlenoxyd austreibt, wozu kleine, 
nicht atmungshemmende Kohlenoxyddrucke geniigen. Dann wird bei 
Atmung unter konstantem Sauerstoffdruck die gleiche Sauerstoffmenge 
aus der Umgebung aufgenommen wie bei gefiilltem Speicher. LaBt 
man aber den Sauerstoffdruck sinken, so kann nunmehr, da der Speicher 
leer ist, kein Sauerstoff aus dem Speicher entnommen werden und 
der ganze zur Atmung notwendige Sauerstoff wird aus der Umgebung 
absorbiert. Verdrangung des Sauerstoffs aus einem Sauerstoffspeicher 
durch Kohlenoxyd hatte weder bei konstantem Sauerstoffdruck — bei 
dem alle Kohlenoxydwirkungen auf die Atmung gemessen worden sind — 
noch bei sinkendem Sauerstoffdruck einen Einflu®B auf die Atmung 
und kénnte bei sinkendem Sauerstoffdruck nur eine Beschleunigung der 
Atmung, nie aber eine Hemmung der Atmung vortauschen. 

Noch ein zweiter Irrtum will aus den Diskussionen tiber Sauerstoff- 
speicher und Atmungsferment nicht verschwinden. Ein Sauerstoff- 
speicher, wenn er vorhanden ist, kann das Oxydationspotential des 
Sauerstoffs nicht erhdhen, sondern nur erniedrigen. Denn Speicherung 
ist eine von selbst verlaufende chemische Reaktion, bei der die freie 
Energie abnimmt. Ein Sauerstoffspeicher, der das Oxydationspotential 
erhéht, ist ein Widerspruch. Wenn aber der Speicher den Sauerstoff 
aktiviert, d.h. seine Reaktionsgeschwindigkeit erhéht, so ist Sauer- 
stoffspeicher nur ein anderer Ausdruck fiir Atmungsferment. 
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Atmung bei sehr kleinen Sauerstoffdrucken. 
Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(EHingegangen am 30. Juli 1929.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wir haben atmende Zellsuspensionen mit Gasmischungen von ver- 
schiedenem Sauerstoffdruck geschiittelt und untersucht, wieweit man 
mit dem Sauerstoffdruck heruntergehen muB, bis die Atmung sinkt. 
Die Atmung wurde manometrisch gemessen. Selbst bei einem Sauerstoff- 
druck von 10~—5 Atmosphiren (0,008 mm Hg) fanden wir unter ge- 
eigneten Bedingungen noch nahezu dieselbe Atmung wie in Luft, ein 
fiir die mathematische Theorie der Atmung wichtiges Ergebnis. 

Schiittelt man atmende Zellsuspensionen mit Sauerstoff, so ist 
die Sauerstoffkonzentration c in der Fliissigkeit immer kleiner als die 
Sattigungskonzentration cy, und die Sauerstoffkonzentration c; im 
Innern der Zellen immer kleiner als die Konzentration c in der um- 
spiilenden Filiissigkeit. Anderenfalls wiirde kein Sauerstoff aus dem 
Gasraum in die Zellen wandern. Das experimentell zu erstrebende 
Ziel ist, c; so weit cy zu nahern, daB man c; = cy setzen darf. Nur dann 
sind die Ergebnisse unabhingig von den aduBeren Bedingungen der 
Versuche und allein bestimmt durch die chemischen Eigenschaften 
des Atmungsferments, die Geschwindigkeitskonstanten seiner Oxy- 
dation und seiner Reduktion. 

Je niedriger der Sauerstoffdruck ist, um so schwerer ist die Forderung 


¢; = ¢,zuerfiillen. Wir haben, wegen des Diffusionsweges, als Versuchs- 


é 


objekt ein Kugelbakterium gewahlt, die kleinste zur Verfiigung stehende 
Zellart. Die Versuchsgefife rotierten um ihre vertikale Achse mit 
einer Tourenzahl von 650 pro Minute. Dabei stieg die Zellsuspension 
unter der Wirkung der Zentrifugalkraft an den GefaBwanden hoch und 
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rotierte hier in diinnen Lamellen. Die Atmung wurde wiahrend der 
Rotation gemessen. 

Wahrscheinlich ist das Ziel c; = cg auch bei dieser Anordnung 
nicht erreicht worden, so daB der Wert von 10—° Atmospharen nur 
eine obere Grenze ist und es sein mag, daB man mit anderen Methoden 
weiter kommt. Manometrisch jedoch ist das Erreichbare erreicht. Denn 
es ist zu bedenken, daB 10—° Atmospharen rund 0,1 mm Wasserdruck 
bedeuten, und da8 nicht nur dieser Druck, sondern auch seine zeit- 
liche Anderung — die Atmung — gemessen werden muB. 


Inhaltsiibersicht. 
1. Versuchsanordnung. 
2. Ergebnis der Messungen. 
3. Mathematische Theorie. 
4. Protokolle. 


Versuchsanordnung. 


Das Versuchsobjekt war Micrococcus candicans der Sammlung 
des Berliner Hygienischen Instituts. Sein mittlerer Durchmesser betrug 
0,6 u (0,6.10-*em). Der Coccus wurde auf schragem Bouillonagar 
bei 30° in Reagenzréhren geziichtet und 20 Stunden nach der Aussaat 
zu den Messungen benutzt. Ausgesat wurde ein Bruchteil einer Platinése, 
die Ernte nach 20 Stunden betrug im Mittel 4 mg Zelltrockensubstanz 
pro Reagenzrohr. Die fiir einen Versuch notwendigen Zellmengen waren 
je nach der Versuchstemperatur verschieden und lagen zwischen 0,3 
und 1,5 mg Trockensubstanz. 


Die Atmung wurde in glucosehaltiger Phosphatlésung gemessen, 
die folgende Zusammensetzung hatte: 


m/20 KH,PO,-Lésung ........ . 100ccm 
Te a ee ee a w 
20% ige Glucoselésung. . .. . Se eae | a ae 


In dieser Lésung sind die Kokken, was wesentlich ist, mit Glucose 
 gesattigt*. Denn die Atmung in 0,5 °%, Glucose und 5 % Glucose wurde 
gleich gefunden. - 


Zum Versuch wurden die Zellen mit Phosphatlésung vom Nahr- 
boden abgespiilt und auf der Zentrifuge mit der Phosphatlésung ge- 
waschen. Die Zellmenge wurde bestimmt, indem ein aliquoter Teil der 
Versuchssuspension in einem graduierten Réhrehen bis zur Konstanz 
des Sedimentvolumens (etwa 15 Minuten) zentrifugiert wurde. Das 
Verhaltnis Milligramm trocken/Kubikmillimeter Sedimentvolumen 
wurde durch Trocknen bestimmt, indem das Sediment zuerst mit 
Wasser gewaschen und dann bei 100° bis zur Konstanz getrocknet 
wurde. 
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Zur Messung der Atmung diente ein Differentialmanometer, dessen 
Form und Aufstellung an anderer Stelle beschrieben ist}. Der Hub des 
Exzenters war 2 cm, die Zah] der Umdrehungen der Schiittelvorrichtung 
betrug 650 pro Minute. Die Manometersperrfliissigkeit war Brodiesche 
Lésung (10000 mm Brodie = 760 mm Hg), der Querschnitt der Mano- 
meterkapillare 0,175 qmm. Die Druckanderungen wurden wéhrend der 
Rotation des Manometers mit einem Kathetometerdoppelmikroskop 
abgelesen. 

Abb. 1 zeigt die Form des Versuchsgefdfes und erlautert, wie das 
GefaB mit Gas gefiillt wurde. Wird der Kapillarstopfen St um 90° 
gedreht, so ist das GefaB verschlossen. 
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Abb. 1. 
HR: Hauptraum (10 cem Zellsuspension, etwa 50ccm Gasraum). E: Einsatz mit Glasperle. Gefiillt 
mit 0,25 cem 5°/piger Kalilauge zur Absorption der Atmungskohlensiiure. St: Kapillarstopfen, 
dessen Kapillare bei einer bestimmten Stellung HR mit R verbindet. S: Gummischlauch. 
G: Becherglas mit Wasser. A: Eintrittstelle fiir die Gase, mit denen man HR fiillt. F: Federn, 
R: Glasrohr, das in Wasser taucht und HR bei der Durchstrémung mit Gasen gegen die 
Luft schiitzt. 


In den Anfangsstadien der Arbeit stellten wir Gemische von Sauer- 
stoff in Argon des ungefahr gewiinschten Sauerstoffgehalts in Stahl- 
flaschen her und bestimmten den genauen Sauerstoffgehalt manometrisch 
nach der Pyrophosphatmethode®. Doch fanden wir, da8 der Sauerstoff- 
gehalt in den Stahlflaschen mit der Zeit kleiner wurde (Reaktion des 


1 0. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, J. Springer, 1926. 
2 O. Warburg und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 202, 387, 1928. 
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Sauerstoffs mit dem Eisen der Flaschen?) und gingen deshalb zu 
folgender Methode iiber: Durch das Versuchsgefa8 wurde von A aus 
Argon geleitet und einige Minuten mit der Hand geschiittelt, um die 
Hauptmenge der Luft aus den Fliissigkeiten auszutreiben. Dann wurde 
der Stopfen St geschlossen, das Manometer in die Schiittelvorrichtung 
eingespannt, 5 Minuten mit 650 Touren pro Minute geschiittelt, wieder 
Argon eingeleitet und wieder 5 Minuten mit 650 Touren geschiittelt. 
Dann wurde, wahrend Argon durch den Gasraum strémte, der Stopfen St 
geliiftet, mit einer gebogenen Pipette etwa 1 ccm luftgesittigte Phosphat- 
lésung unter die Suspension geschichtet, der Stopfen St so eingesetzt, 
da Verbindung mit G bestand, und nun, ohne zu schiitteln, noch einige 
Minuten Argon durch den Gasraum geleitet. Dann wurde das Versuchs- 
gefaB8 durch Drehen des Stopfens St verschlossen. Enthielt die luft- 
gesittigte Phosphatlésung x cmm Sauerstoff und war die GefaBkonstante 
fiir Sauerstoff kqmm, so war der Sauerstoffdruck p in dem VersuchsgefaB 


~.. 
P= k [mm]. 


Zwischen dem Fiillen des GeféBes und dem Beginn der Messung 
lag eine ,,Ausgleichszeit‘‘ von etwa 20 Minuten, in der ein Teil des ein- 
gefiillten Sauerstoffs durch die atmenden Zellen verbraucht wurde. 
Um die Korrektion fiir die Ausgleichszeit zu vermeiden, haben wir in 
den endgiiltigen Versuchen den Sauerstoff von den Zellen vollstdndig 
verbrauchen lassen und durch den Endwert der Druckanderung immer 
den genauen Sauerstoffdruck zur Zeit t= 0 erhalten. Fiillten wir, 
wie in der Regel, 0,9 mm Sauerstoff ein, so betrug der Endwert der 
Druckanderung 0,7 bis 0.8mm. Die Differenz war von den Zellen in 
der Ausgleichszeit veratmet worden. 

Das Kompensationsgejaf, das mit dem zweiten Schenkel des 
Differentialmanometers verbunden wurde, hatte die gleiche Form und 
das gleiche Volumen wie das Versuchsgefa8. Statt der Zellsuspension 
wurde zellfreie Phosphatlésung eingefiillt. Der Gasraum enthielt Luft. 

Die Versuchstemperatur war 1° oder 5° oder 10° und wurde auf 
0,02° konstant gehalten. Um in dem Versuchs- und Kompensations- 
gefaB ungefahr den Gesamtdruck einer Atmosphare zu haben, geschah 
die Fiillung der GefaBe immer bei ungefaihrer Versuchstemperatur. 

Konstanz der Atmung. Da die Atmung bei niedrigen Sauerstoff- 
drucken mit der Normalatmung — der Atmung in Luft — verglichen 
werden sollte, so wurde jede Messung bei niedrigem Sauerstoffdruck 
zwischen zwei Messungen in Luft eingeschlossen. Bei 1° waren die 
Luftwerte vorher und nachher gleich, bei 5° war der Luftwert nachher 
ein wenig kleiner, bei 10° war der Abfall der Atmung betrachtlicher. 
Vielleicht sind die Zellen bei 10° so weich, daB sie das Schiitteln schlechter 
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Atmung bei sehr kleinen Sauerstoffdrucken. 9 


vertragen, vielleicht ist es auch der Energiemangel in der. Mittelperiode, 
der die Zellen bei 10° mehr schadigt, als bei tieferen Temperaturen. 


Anderte sich die Normalatmung wihrend des Versuchs, so trugen 
wir die Normalwerte vorher und nachher als Funktion der Versuchszeit 
auf und nahmen an, da die Normalatmung eine lineare Funktion der 
Versuchszeit sei. So konnten wir die Normalatmung fiir jede Zeit der 
Mittelperiode finden. Die in den Abb. 2, 3 und 4 gezeichneten Normal- 
kurven wurden nach diesem Verfahren berechnet und gezeichnet. 


,Limiting Faktor‘‘. Je kleiner die Zellmengen pro GefiB, das 
hei&®t je kleiner die Druckaénderungen in der Zeiteinheit waren, um so 
kleiner waren die Sauerstoffdrucke, bei denen wir noch den vollen 
Luftwert fanden.. Unter sonst gleichen auBeren Bedingungen lag ferner 
der kritische Sauerstoffdruck um so tiefer, je gréBer das Fliissigkeits- 
volumen war, in dem wir die Zellen suspendierten. Beides spricht 
dafiir, da8 der , limiting Faktor“ bei unserer Anordnung der Gasaustausch 
zwischen dem Gasraum und der Suspensionsfliissigkeit war. Da8 wir 
bei tieferen Temperaturen den kritischen Sauerstoffdruck kleiner 
fanden, ware dann durch die gréBere Léslichkeit des Sauerstoffs bei 
tieferen Temperaturen zu erklaren. 


Die endgiiltigen Versuche haben wir mit der kleinstméglichen 
Zellmenge und mit dem gréBtméglichen Flissigkeitsvolumen gemacht. 
Die kleinste Zellmenge wurde durch die Fehlergrenzen der Druck- 
messungen bestimmt, das maximale Fliissigkeitsvolumen durch die 
Erfahrung, da8 bei Uberschreitung von 10 ccm die. Zellsuspension in 
die Kalilauge einspritzte. Die Rotationsgeschwindigkeit tiber 650 Touren 
pro Minute zu erhéhen, war aus technischen Griinden nicht méglich. 


Ergebnis der Messungen. 


In den Abb. 2 bis 4 sind drei Versuche bei drei Temperaturen 
graphisch dargestellt. Die zu den Versuchen gehérenden Protokolle 
findet man am SchluB der Arbeit. Die Zellmengen bei diesen Versuchen 
waren so gewahlt, da der Sauerstoffverbrauch pro Minute bei den 
drei Temperaturen gleich war, und so klein, als es die MeBgenauigkeit 
erlaubte. 

Auf der Abszissenachse sind die Versuchszeiten ¢, auf der Ordinaten- 
achse die beobachteten Druckanderungen hf abgetragen. dh/dt ist die 
Atmung. Die gestrichelte Linie stellt den Sauerstoffverbrauch in Luft, 
die ausgezogene Linie den Sauerstoffverbrauch in verdiinntem Sauer- 
stoff dar. Langs der gestrichelten Linie ist der Sauerstoffdruck 
konstant, naimlich der Sauerstoffdruck der Luft. Langs der aus- 
gezogenen Linie nimmt der Sauerstoffdruck ab, und zwar von hg bis 
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Null, wenn hg der Endwert der Druckabnahme ist. Betriagt die zur 
Zeit t beobachtete Druckinderung h mm, so ist der Sauerstoffdruck Po, 
zur Zoit t 

he—h 


0000 [Atmospharen ]. 


PO. = he — h{mm] == 





Solange die ausgezogene und die gestrichelte Kurve parallel laufen, 
ist die Atmung in dem verdiinnten Sauerstoff gleich der Atmung in 
Luft. Da, wo die Kurven endgiiltig divergieren, beginnt die Wirkung 
des verdiinnten Sauerstoffs. Wie man aus den Abb. 2 bis 4 sieht, 
laufen die Kurven nahezu parallel 

bei 1° bis zum Sauerstoffdruck ~ 0,05 mm (0,5. 10—5 Atm.) 

9° 5° 9° 9? 9? teal 0,5 > (5 © 10-5 99 ) 

29 10° %° 9 9 “~~ 0,5 ” (5 e 10-5 9 ) 


—>h [mm Brodie] 





— >t [Zeit 1. Min] 
Abb. 2. 
Versuchstemperatur: 19. Zellmenge: 1,5 mg Trockensubstanz. Gefifkonstante 
fiir Sauerstoff: 5,3 qmm. 
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bb. 3. 
Versuchstemperatur: 5°. Zellmenge: 0,67 mg Trockensubstanz. Gefifikonstante 
fiir Sauerstoff: 5,2 qmm. 
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Abb. 4. 
Versuchstemperatur: 10°. Zellmenge: 0,3 mg Trockensubstanz. Gefiiikonstante 
fiir Sauerstoff: 5,1 qmm. 


Durch Messung der Tangens der Neigungswinkel bestimmten wir, 
bei welchem Sauerstoffdruck die Atmung A ungefahr auf die Halfte 
des Luftwertes A, gesunken war, und fanden aus den Abb. 2 bis 4: 





Sauerstoffdruck p, fiir AJAg ~ 0,5 
0» 0 








i| in mm j in Atmosphiren 
Bait .. kleiner als 0,05 | kleiner als 0,5.10-° 
— were 0,1 1.107 
. ae 0,2 2.1075 
. nm . 
Setzen wir = n, bilden den Quotienten ———————, in dem 
Ay (l—n). Po. 


wir Po, in Atmospharen ausdriicken, so erhalten wir: 








n 1 
| = (l—n). “POp 5 [amps 


were 4 ss eee ail ale 200. 000 
a. ae ae | ~ 100000 
| a te ~ 50000 


” 


Ahnliche Versuche wie mit Kokken haben wir mit Hefezellen (Torula 
utilis) angestellt. Bei gleichen Ausschlagen in Luft und auch sonst unter 
gleichen Bedingungen sank hier die Atmung bei viel héheren Sauerstoff- 
drucken ab. Beispielsweise fanden wir (Protokoll 4): 


A n 1 
n= Fi = 005 fhe m0, = 5.8mm. Typ, = 950 [Reames 


Der Durchmesser dieser Zellen ist rund zehnmal so gros wie der Durch- 
messer der Kokken. Wahrscheinlich war hier, anders als bei denVersuchen 
mit Kokken, die Diffusion des Sauerstoffs innerhalb der Zellsubstanz der 
limiting factor. 
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Mathematische Theorie?. 

Cre = Konzentration des reduzierten Fermenteisens. 
Cre0, = Konzentration des oxydierten Fermenteisens. 
CyFe = CFe + CFeO,: 

pO, = Sauerstoffdruck in Atmospharen. 


1 
B = Geschwindigkeitskonstante der Oxydation des Fe [sca aga aa | 
Z = Geschwindigkeitskonstante der Reduktion des Fe O, durch Spontan- 
dissoziation. 
Z’ = Geschwindigkeitskonstante der Reduktion des FeO, durch die 
Atmung. 


A = Atmung (Sauerstoffverbrauch der Volumeneinheit pro Minute). 


1. Unabhangigkeit der Atmung vom Sauerstoffdruck. Sind atmende 
Zellen mit verbrennlicher Substanz gesittigt, so ist im stationaren 


Zustand 
d Cre ' 
so di = § = B.po,-Cre — (Z + Z') Creo,, (1) 
oder, indem wir Z gegen Z’ vernachlassigen 
O-= B.po,. Cre — Z'. Creo, (2) 
Eliminieren wir aus (2) cyeo, durch 
CyFe = Cre + CFe 02 (3) 
und lésen nach cy, auf, so erhalten wir 
Z 
B 
Cre = CyFe* Z' , (4) 
B + PO. 
Die Atmung ist 
Aw 3B. PO. + CFe- (5) 
Ersetzen wir hier cp, durch (4), so wird 
Zz’ 
B R 
A = B+ po, * x Fe * 7 | (6) 
B T PO. 


Fiir alle Werte von po,, die groB sind gegen Z’/B, ist die Atmung A 
unabhangig vom Sauerstotfdruck. Denn fiir solche Werte von po, geht 
Gleichung (6) iiber in 

A=Z'. Cry. (7) 
eine Gleichung, in der der Sauerstoffdruck nicht vorkommt. 


1 Vgl. hierzu O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 
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Die GréfBe B/Z', das Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten 
der Oxydation und der Reduktion des Fermenteisens, bestimmt nach (2) 
fiir einen gegebenen Sauerstoffdruck das Verhiltnis cyeo, /Cye : 


Ist A die Atmung bei dem Sauerstoffdruck pp, und A, die Atmung 
in Luft, so ist (fiir gesattigte Zellen): 


CreO, = CrFe* £ Cre = CrFe° (1 — +). (8) 
0 0 
Setzen wir noch, wie im experimentellen Teil, zur Abkiirzung 
imine 
A,’ 


so kénnen wir statt (2) schreiben 


n _ 8 9) 
(1 — nN). Pos os Z 
Driicken wir po, in Atmosphiren aus, so ist nach den Versuchen 
dieser Arbeit bei 10° 
n B 


ie ee 


das heiBt, bei 10° und dem Sauerstoffdruck einer Atmosphire ist cyeo, 
mindestens 100000 mal so groB als cp,. Die Atmung in Kokken ist 
unabhingig vom Sauerstoffdruck fiir alle Werte von po,, die grof 
sind gegen 10—> Atmosphiren. 


Die Gréfe B. In einer friiheren Arbeit! haben wir aus der Atmung 
und dem Maximalwert von cyy, den Minimalwert von Z’ berechnet und 
ihn bei 10° gleich 3000 gefunden. Da 


- 
ZF = 100000, 


so folgt: 
BS 100000. 3000 5S 3. 107, 


Die Geschwindigkeitskonstante der Oxydation des Fermenteisens 
ist also ungewodhnlich groB. Bei 10° und dem Sauerstoffdruck einer 
Atmosphire wird pro Minute mehr als 10° Prozent des Fermenteisens 


10. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 
O. Warburg und F. Kubowitz, ebendaselbst 208, 95, 1928. 
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durch Sauerstoff oxydiert. Die Zeit, in der die Halfte des jeweils vor- 
handenen Fermenteisens oxydiert wird, ist unter den gleichen auBeren 
Bedingungen kleiner als 3 . 10—*® Minuten. 


Anmerkung. Der groBe Wert von B legt die Vermutung nahe, daf 
jedes Sauerstoffmolekiil, das in einer atmenden Zelle mit reduziertem 
Fermenteisen zusammenst6Bt, chemisch reagiert. 


Ist das der Fall, so kann man B, die Geschwindigkeitskonstante der 
Oxydation des Fermenteisens, aus der kinetischen Gastheorie nach der 
Gleichung berechnen: 

B= 2. Fy 
wo F, die ,,Reaktionsflache“ eines Grammatoms reduzierten Fermenteisens 
bedeutet und y die Mole Sauerstoff sind, die bei dem Sauerstoffdruck 
von einer Atmosphire pro Minute auf den Quadratzentimeter aufprallen. 
Die Theorie ergibt fiir 





Mole O [ 
. 0. sie. —— os a 
» bei 10°: 0,78 bape x Minuten x aon B 
° 9 bi 9 oe | 
Fy: 1.10° bis 4.10 | aeuasmoneas Fe 


woraus als Mittelwert von B folgt 
1 ; 
— SS a ee 
oe Seer & oe PP x mamas 
Wir benutzen den so gefundenen Wert von B, um die Gesamt- 


konzentration an Fermenteisen zu berechnen, und gehen dabei aus von 
Gleichung (5) 


hom B. po, - re 
Eliminieren wir hier cre durch die Beziehung der Gleichung (8) 
Cpe = (1—2) espe (8): 
so erhalten wir 
. r. B.po, -(L—n).€sy¢; (10) 
wo A die Atmung und n der Atmungsrest bei dem Sauerstoffdruck po, 
ist. In den Versuchen dieser Arbeit war bei 10° 
as cm O, | 
seeaslioans lz Zelisubstanz a at 
Po, = 10-5 Atmosphéaren, 
a = €6. 
Rechnen wir mit B = 2.10° [ 





1 
Minuten x Atmaaphiven a 
CrFe nach (10) 





0,12 cem O 
’ a ” ends 
CzFe = 2°40°.0,5. 10-5 one. 98 F aan 


oder, da 1g Fe aquivalent 400 ccm O, ist, 
=s.0¢(__3 7 | 
Cre 9. E Zellsubstanz 
In einer fritheren Arbeit! haben wir experimentell als obere Grenze: 
fiir crspe den Wert 4.10—7 g Fe/g Zellsubstanz gefunden. 


10. W. Warburg und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 208, 95, 1928. 
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Ist die Atmungshemmung durch Kohlenoxyd vollstindig? 


Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 27. August 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Atmungshemmung durch Kohlenoxyd ist um so gréBer, je 
gréBer der Kohlenoxyddruck und je kleiner der Sauerstoffdruck. 
Ist m der ungehemmte Atmungsrest, so ist 


 .. o K, 

l1—n PO. 
WO Poo und po, die Gasdrucke bedeuten, mit denen die Zellen im Gleich- 
gewicht sind. 


K wird bestimmt, indem man Suspensionen atmender Zellen 
mit Gemischen von Sauerstoff und Kohlenoxyd schiittelt, den Atmungs- 
rest n miBt und n/1 —n mit dem Verhiltnis der Gasdrucke im Gasrawm 
Poo/Po, Multipliziert. Da die Zellen Sauerstoff verbrauchen, so ist 
Po, im Gasraum immer gréBer als der Sauerstoffdruck, mit dem die 
Zellen gesaéttigt sind. Man rechnet also mit einem zu hohen 
Sauerstoffdruck und findet, besonders bei kleinen Sauerstoffdrucken, 
K zu klein. 


Diese Uberlegung zeigt, wie sehr es bei Bestimmungen der Ver- 
teilungskonstante K auf den Ausgleich Gasraum—-Fliissigkeit ankommt. 
Eine Anordnung, bei der der Ausgleich so vollstandig wie méglich ist, 
haben wir in der vorhergehenden Arbeit beschrieben. Mit der gleichen 
Anordnung haben wir die Verteilungskonstante neu bestimmt, woriiber 
hier berichtet wird. Das VersuchsgefaB (Abb. 1) rotierte um eine verti- 
kale Achse mit einer Tourenzahl von 650 pro Minute, die Zellsuspension 
stieg dabei an den Wanden des GefaBes hoch und rotierte in diinnen 
Lamellen. Die von der Atmung herriihrenden Druckanderungen 
wurden wdhrend der Rotation mit dem Kathetometer abgelesen. Das 


Q* 
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Verhaltnis p¢o/po, , das in friiheren Versuchen! maximal 20 war, konnten 
wir bei der neuen Anordnung bis auf 1000 steigern und so die Atmung 
volistandiger hemmen. Das Versuchsmaterial war wieder Hefe, eine 
Reinkultur von Torula utilis des Berliner Instituts fiir Géarungs- 
gewerbe, die auf Bierwiirze-Agar, unter Zusatz von 2°, Glucose oder 
2°, Athylalkohol, bei 30° geziichtet wurde. 











Mebkapillare aa 
||| &-Aohrschenkel 























Abb. 1. 


Die Temperatur war ohne wesentlichen Einflu8 auf die Atmungs- 
hemmung (Tabelle I). Von LEinfluB war das Alter der Hefe- 
kultur. Die Versuche der Tabelle If wurden mit Zellen derselben 
Aussaat ausgefiihrt. Auf Petrischalen von 12cm Durchmesser 
wurde ein Bruchteil einer Platinédse ausgesit. Nach 14 oder 
40 Stunden wurde geerntet. Nach 14 Stunden betrug die Ernte pro 
Schale 150 cmm Zellen, nach 40 Stunden 470 cmm Zellen. Die alteren 
Zellen, deren Atmung pro Gewichtseinheit (Qo, ) kleiner war, wurden 
weniger durch Kohlenoxyd gehemmt als die jungen Zellen, anders 
ausgedriickt, es war die Verteilungskonstante fiir die alteren Zellen 


_ Poco 


gréBer. Der Ausdruck os blieb bei Variation der Gasdrucke 


02 
fiir die alteren Zellen immer konstant, fiir die jiingeren Zellen wurde 


er haufig (wie in dem Versuch der Tabelle II) mit sinkendem Sauer- 
stoffdruck kleiner. 


10. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 198, 334, 1928. 
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Tabelle I. 
Einflu8 der Temperatur auf die Verteilung. 


Torula in m/20 KH,PO,, 











1% Glucose. vp 10,4ccm, vg 54 ccm. K>, = = 6,13, Ko. = 4,90 [qmm]. 
Temperatur yom Gasmischung co Sauerstoff-  £&) «- 60 
” mg Vol.-9/9 O2 | verbrauch "= Ao|i—n’ Oz 
50 | Luft 0 | Ay = 236 6emm_ 
(@o, = 12) 5,15 0», 94,900! 18,4 | 4 =,8:35cmm | 
wen Pere > in 20° 
Ay = 36,8cmm 
20° - és Luft | 0 in 30’ in “ 
(Qo, = 62) : | A = 14,5 cmm ’ 
20, (5,15 O,, 94,900 | 18,4 iy J 
Tabelle II. 


Einflu8 des Kulturalters auf die Verteilung. 20°. 
1,2 bis 1,3 mg (trocken). v 


1% Glucose. Zellmenge pro GefaB : 


vg = 54ccm, Ke. = 4,9qmm. 


Torula in m/20 KH, PO,, 


= 10,4ccm, 











_ | Gasmischung co Sauerstoff- A u co 
Alter der Hefekultur | ‘ica Oe pe vomit n= ,™ | is" Oe 
40 Std. so. co | 19 | 4=28omm 1°") 
ErnteproPetrischale! © "~~ | | 2. ie 7 = 
“a= Luft 0 = 17.6 cmm | 
02 ard 0,306 30 
~ . A = 3,4cemm 4 
1450, 98600 68 4 Ta °}y J 
Luft g (Ao arg ee 
14 Std. camce |» | 4= tee 0,266; 6,9 
ErnteproPetrischale ~ —’ | : in 80’) —S PSs : 
1s0eum Zelen |“, | | wa 
02 in 30 0,70 | 93 
A = 30,8 cmm 4 ; 
200, 8000 4 haay 





Tabelle III enthalt Versuche mit sehr kleinen Sauerstoffdrucken 
und pco/Po,-Verhaltnissen bis zu 1000. Bei den kleinsten Sauerstoff- 
drucken — 1/1999 Atmosphire — hat man, wenn man den Sauerstoff 
mit Argon verdiinnt, noch rund 70°%, der vollen Hefeatmung (vgl. 
Protokoll am SchluB der Arbeit). Verdiinnt man mit Kohlenoxyd, 


so wird die Atmung so klein, da8 wir sie mit unserer Anordnung nicht 
mehr messen kénnen. 
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Tabelle III. 


Kohlenoxydwirkung bei sehr groBen Werten von CO/O,. Der Sauerstoff- 
gehalt der Gasmischungen, die zehntel Prozente Sauerstoff enthielten, 
wurde manometrisch mit der Pyrophosphatmethode (diese Zeitschr. 202, 
387, 1928) bestimmt. 10°. Torula. Der erste Versuch in m/20 KH,PO,, 
1% Athylalkohol, die beiden anderen Versuche in m/20 KH,PO,, 1% 














Glucose. 
jee Pe ee ; 
ba = |  Sauerstoffverbrauch | n= 7 ey ms a =K 
60 CO | 167 _ o8 ra 30" }o48 | 15 
0,1 Os, 99,9 CO} 1000 ip =0 , « 20’ __| p ber. mit K=15: 0,03 mm 
Luft | 0 | pp = 4,2 mm in 380'| ee ee. 
100, 9000 | 9\p =32 , , 80’ }0.76 | 26 . — 
0,23 Oo, 99,8 CO | 440 | p = 0,15 , » 30° | p ber. mit K= 26: 0,25 mm 
0,12 Og, 99,9CO| 830 |p 0,10; eo | | p ber. mit K = 26: 0,13 mm 
Luft | 0 |p = 1, 35 mm in 20’ | | 
i O,, 95800); 2Wip =09 , , 20’; 0,49 | 21 
1,20,, 98, 3CO, 83 io =A, ” 20! | 0,22 | 28 
0,23 Oo, 99, 8CO| 4400 |p =01 , ” 20! | |p ber. mit K = 22: 0,09 mm 
0,10 Oo, 99.9 CO| 1000 |p =0 = ” 90’ |p ber. mit K = 22: 0,04 mm 





Da der Atmunggsrest bei groSen Verhiltnissen poo/po, in die 
MeBfehler fallt, kann man die Verteilungskonstante K nicht berechnen. 
Macht man aber mit denselben Zellen eine Messung bei kleinerem 
Pco/Po,, 80 kann man nach der Gleichung 


Ss 6&0 ro Ki 
l—n Po, 
K Po 
a... a 
+24 
Pco 


berechnen, wie groB der Atmungsrest bei Poo [po, = 1000 sein miBte, 
wenn die Verteilungsgleichung bis zu poo/po, = 1000 gelten wiirde. 
So sind die p-Werte der letzten Spalte der Tabelle III berechnet, und 
man sieht, daB p (berechnet) und p (gefunden) so gut iibereinstimmen, 
als man es bei Beriicksichtigung der Fehlergrenzen, die 0,05 mm be- 
tragen, erwarten kann. 


Die Frage, ob die Atmungshemmung durch Kohlenoxyd vollstiandig 
ist, die wir der biologischen Literatur entnehmen, hat physikalisch 
keinen Sinn. Die Atmungshemmung hangt von der Konzentration 
der hemmenden Substanz ab und ist so vollstindig, wie es das Ver- 
teilungsgesetz verlangt. Experimentell kommt man, wie hier gezeigt 
worden ist, leicht bis zu einer Atmungshemmung von 99%. 
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Ist die Atmungshemmung durch Kohlenoxyd vollstandig ? 23 


Protokolle. Torula, in m/20 KH, PO,, 1% Athylalkohol. 10°. Rotations- 
oanestuann tt 650 Touren pro Minute. 








Rengenbunnies. Vv fersuebsgetts. 
Hauptraum..... 10 -" mae KH2PQ, 10 ccm m/20 KH, PO. o Alkohol 
Alkohot mit 1 45 mg Zellen (toe "ken gewicht) 
Hinsatz. ...+.+- 0,45 cem 5 loige Kalilauge = 0,45 ecm 5 Poige Kalilauge 
Volumina in cem. . ‘ie = 1045 Ug=5 “Up: = 1045 Ug = 504 





GefiBkonstante. . . 5,07 qmm 








ec eiiaiins Luft. 


10’ — 0,95 mm 
10’ — 1,00 , = 
10’ el 0,95 i ; 3,90 mm in 40 
10’ —1,00°” 





Gasraum: 0,1% Og, 99,9% CO. 
Die Luft war vorher durch Argon aus der Lésuug ausgetrieben, wie in der 
vorhergehenden Arbeit beschrieben. 


10’ 0mm 

1’ OO, 

4 : . 0,08 mm in 40’ 
10’ — 0,05 mm | 

10” Oo , 





Gasraum: 0,1 % Oo, 999% Argon. _ 
Das Kohlenoxyd war vorher durch Argon aus der Losung ausgetrieben, wie in 
der vorhergehenden Arbeit beschrieben. 


10’ — 0,75 mm 








10’ — 0,65 , 
10’ — 0,69 , + 2,68mm in 40’ 
10’ —0,70 ° 
10’ — 0,65 , 

Gasraum: 6% Oo, 94% CO. 
10’ — 0,45 mm 
10’ —0,45 , 1,80 mm in 40’ 
10° — 0,45 

Gasraum : Luft. 

10’ — 0,90 mm 
a i : 3,65 mm in 40’ 
10’ —0,90 ; 





Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung von 
Aspergillus orycae. 


Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 5. September 1929.) 


Bringt man 15stiindige -Agarkulturen von Aspergillus orycae 
in ein Gemisch von 5%, Sauerstoff und 95°, Kohlenoxyd, so findet 
man eine kleinere Atmung als in Sauerstoff gleichen Partialdruckes, 
der mit Argon verdiinnt ist. Wie die Atmung der meisten Zellen, so 
wird die Atmung von Aspergillus orycae durch Kohlenoxyd reversibel 
gehemmt. 


Versuch. 


Aspergillus orycae des Berliner Institus fiir Garungsgewebe. Kultur 
bei 30° auf Bierwiirzeagar. Milieu fiir die Atmungsmessung: m/20 KH, PO,, 
1% Glucose. Methode der Atmungsmessung: Manometrisch mit der in 
der vorhergehenden Arbeit beschriebenen Anordnung. 


Kompensationsgefap. 
Hauptraum .... . . . 10 ccem Phosphatlésung 
a a wt ttt ss OR Kige KOR 
Gesvaum ....... . it 





vp 10,4ccm. cg 54,05ccm. 


Versuchsgefap. 
Hauptraum .... .. . . 10 cem Phosphatlésung mit 
Zellen 
Eimsatz ......... 0,4cecm 5%ige KOH 
Gasraum ..... . .. . wechselnde Gasgemische 








vp 10,4ccm. vg 50,5 ccm. 
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O. Warburg u. F. Kubowitz: Wirkung des Kohlenoxyds usw. 25 


Versuchstemperatur 15°. Kd® = 4,97 qmm. 
pe Oo 1 


In 5% Sauerstoff 5’... . 125mm 
95% Argon es ss Se ws 15’ 3,65 mm 
a + >) ee 
In 5% Sauerstoff SB’... . . 085mm | 
95% Kohlenoxyd § 30’. . . . 5,25 ,, — 
ae | 15’ Mittel 2,64 mm 
ec oe 
In 5% Sauerstoff 5’ 1,20 a 
95% Argon i 2: oo = 
5’ 1,20 | 15’ Mittel 3,52 mm 
5’ 1,15 
Die Druckaénderung in 15’ betrug also in 
5% Sauerstoff, 95% Argon. . . . . im Mittel 3,59 mm 
5% ox 95% Kohlenoxyd . . ,, i S04 


die Hemmung der Atmung 26%. 


H. Tamija' (Pflanzenphysiologisches Institut Tokio) fand, daB 
ein Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch von dem Verhiltnis poo/po, = 9 
die Atmung von Aspergillus orycae um 33%, hemmt, ferner, 
daB Aspergilluskulturen, die langere Zeit unter Kohlenoxyd gehalten 
worden sind, nachher langsamer wachsen als Kontrollkulturen. Tamija 
schlieBt daraus, daB die Atmungshemmung durch Kohlenoxyd — die 
auch in seinen Versuchen reversibel war — nur eine scheinbare sei. 
Wirklich ist nicht die Atmungshemmung, sondern die Schadigung 
des Lebens. Wirkliche und scheinbare Atmungshemmung ist nach 
Tamija in unseren Arbeiten verwechselt worden. 

Wer Tamijas Arbeiten nicht genau liest, wird durch seine Zu- 
sammenfassungen irregefiihrt. In den Zusammenfassungen steht, daB 
Kohlenoxyd die Atmung nicht hemmt. Aus den Versuchsprotokollen 
jedoch geht hervor, da Kohlenoxyd die Atmung hemmt. 


1 H. Tamija, Acta Phytochimica 4, 227, 313, 1929. 








Uber Carbylamin-Haimoglobin und 
die photochemische Dissoziation seiner Kohlenoxydverbindung. 


Von 
Otto Warburg, Erwin Negelein und Walter Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 20. August 1929.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, daB Blausaure 
Kohlenoxyd von Eisenporphyrinverbindungen verdringt. Um die 
Verdrangung durch die N=C-Gruppe quantitativ zu untersuchen, 
benutzten wir — wegen des Saurewasserstoffs — nicht die freie Blau- 
siure, sondern ihre Ester, vorwiegend Methylcarbylamin! (CH,N=C). 
Methylearbylamin? lést sich leicht in Wasser zu einer neutral rea- 
gierenden Fliissigkeit. Sauren zersetzen Methylearbylamin in Methyl- 
amin und Ameisensdure, in neutralen und alkalischen Lésungen ist 
Methylearbylamin bestandig. 

Die Eisenporphyrinverbindung, deren Verhalten gegen Carbylamin 
wir am genauesten untersucht haben, ist das Haimoglobin. Carbylamin 
verdrangt sowohl Sauerstoff als auch Kohlenoxyd von dem Eisen des 
Hamoglobins. Gibt man zu einer Oxyhamoglobinlésung, durch die 
man Sauerstoff von Atmosphirendruck leitet, Carbylamin in ge- 
eigneter Konzentration, so schlagt die rote Farbe in Violett um, wobei 
der Sauerstoff des Himoglobins entweicht. Man hat dann in der Lésung 
zweiwertiges Eisen, das selbst in Sauerstoff von Atmospharendruck 
keinen Sauerstoff bindet. Leitet man aber in eine solche Lésung 
Kohlenoxyd ein, so wird pro Atom Eisen 1 Molekii] Kohlenoxyd auf- 
genommen. 


1 Die groBen Mengen Methylcarbylamin, die wir in dieser Arbeit 
verbraucht haben, verdanken wir Herrn Prof. Walter Schoeller von der 
Schering-Kahlbaum-A.-G. 

2 Armand Gautier, Nitrils des acids gras. Ann. de Chim. et de Phys. (4) 
17, 103, 1869. 
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O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: Carbylamin-Hamoglobin usw. 27 


Wir haben die Verdraingung des Sauerstoffs und Kohlenoxyds 
manometrisch gemessen. Aus den Messungen ist zu schlieBen, dab 
bei der Verdringung ein Molekiil Carbylamin an die Stelle von einem 
Molekiil Sauerstoff oder Kohlenoxyd tritt: 


FeCO + CH,NC =. FeCH,NC + CO, (I) 
FeO, + CH,NC =. FeCH,NC + 0,. (II) 


In Lésungen, die frei sind von Kohlenoxyd und Sauerstoff, hat man 
die Reaktion 
Fe + CH,NC = FeCH,NC. (IIT) 


Um in dieser Reaktion einen merklichen Bruchteil des Hamoglobin- 
Kisens an Carbylamin zu binden, geniigt eine Carbylaminkonzentration 
von 1/;999 Mol/Liter. Bei Gegenwart von Sauerstoff oder Kohlenoxyd 
sind die notwendigen Carbylaminkonzentrationen gréBer und hangen 
von dem Druck des Sauerstoffs oder Kohlenoxyds ab. 
Kohlenoxyd-Hamoglobin in Carbylaminlésungen ist __licht- 
empfindlich, und zwar die lichtempfindlichste Kohlenoxyd-Eisen- 
porphyrinverbindung, die wir bisher gefunden haben. In gelbem Licht 
von der Intensitaét 1 cal/qem x Minuten (GréBenordnung der Solar- 
konstanten) und bei 10° steigt die Verteilungskonstante K 





“a 
CFeCH;NC | CO __ 
CFeCO CCH; NC 


auf das 3600fache ihres Dunkelwertes, wahrend fiir Kohlenoxyd- 
Hamoglobin, gelést in Wasser, unter sonst gleichen Bedingungen 
keine Verschiebung des Dunkelgleichgewichts festzustellen ist. 

Nach der mathematischen Theorie! der photochemischen Disso- 
ziation riihren die Unterschiede der Lichtempfindlichkeit her von 
Unterschieden der Dunkelzerfallskonstanten der Kohlenoxydverbin- 
dungen. Je gréBer die Dunkelzerfallskonstante, um so kleiner ist 
die Lichtempfindlichkeit. Von Kohlenoxyd-Hamoglobin, gelést in 
Wasser, dissoziieren im Dunkeln bei 10° pro Minute mehr als 8000 °%, 
bei Zusatz von Carbylamin unter den gleichen Bedingungen aber 
nur 3%. 

Die Tatsache, da8 Carbylamin die Dunkelzerfallsgeschwindigkeit 
des Kohlenoxyd-Haimoglobins verandert, beweist, daB Kohlenoxyd- 
Hamoglobin in Carbylaminlésungen chemisch gebundenes Carbylamin 
enthalt. Denn Carbylamin kann eine innere Eigenschaft des Molekiils 
nur andern, indem es sich mit dem Molekiil verbindet. Carbylamin 
besetzt also in dem Hamoglobin nicht nur den Kohlenoxyd- oder Sauer- 
stoffplatz, sondern auch andere Platze, von denen wir annehmen, 


1 Vgl. Abschnitt 11 dieser Arbeit. 
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da8 es Platze am Eisen sind. Dann sind die Verdrangungsgleichungen (1) 
und (II) vollstandiger zu schreiben 


(CH,NC), FeCO + CH,NC = (CH,NC), FeCH,NC + CO, (1) 
(CH,NC), FeO, -- CH,NC = (CH,NC), FeCH,NC + 0,, (II) 


wo x eine unbekannte ganze Zahl ist. 
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1. Verdriingung von Kohlenoxyd durch Blausiure aus Kohlenoxyd-Him. 


Bluthimin, dessen Eisenatom durch ein Reduktionsmittel in 
den zweiwertigen Zustand iibergefiihrt ist, nennen wir nach einem 
Vorschlag von Anson und Mirsky! ,,Ham‘‘. Zum Nachweis der Ver- 
drangung des Kohlenoxyds aus Kohlenoxydhiam eignet sich folgende 
Anordnung: 

Das VersuchsgefaB, das man sich mit einem Manometer ver- 
bunden denke, hat die Form der Abb. 1. AuBer der in der Abbildung 
gezeichneten Birne B ist rechtwinklig zu B eine zweite Birne® an- 
geschmolzen. Es werden eingefiillt: 





1 Anson und Mirsky, Journ. Physiol. 60, 50, 1925. 
2 Vgl. W. Cremer, diese Zeitschr. 206, 228, 1929. 
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Carbylamin-Hamoglobin und photochemische Dissoziation. 29 


In den Hauptraum H: 2ccm 1 mol. Boratlésung (pq 9,5) + 6 mg 
Cysteinchlorhydrat, dieses als Reduktionsmittel fiir das Hamineisen. 


In die erste Birne: etwa 2 mg Hamin, 0,2 com n NaOH. 
In die zweite Birne: 0,2 cem n/10 KCN. 

In den Gasraum: 5 Vol.- %, Koblenoxyd in Argon. 

In den Einsatz H: nichts. 


Abb. 1. 


VersuchsgefiB fiir die manometrischen 
Messungen. 


Volumen etwa 18 cem. 





Die Versuchstemperatur betragt 38°. Nachdem man bis zum Tem- 
peratur- und Druckausgleich geschiittelt hat, kippt man den Inhalt 
der ersten Birne in den Hauptraum ein. Das Himin wird von dem 
Cystein reduziert und nimmt pro Mol 1 Mol Kohlenoxyd auf. Nach 
50 Minuten, wenn die Kohlenoxydaufnahme beendet ist, kippt man 
das Cyanid aus der zweiten Birne in den Hauptraum H ein. Dann 
erscheint in dem Gasraum ein Teil des vorher absorbierten Kohlen- 
oxyds wieder. 

Beispielsweise wurden 61cmm Kohlenoxyd aufgenommen und 
nach Zugabe des Cyanids 27cmm, also 44%, wieder ausgetrieben. 


2. Himoglobin und Carbylamin. Methode. 


In den Hauptraum H der VersuchsgefaBe (Abb. 1) bringen wir 
2ccm einer Lésung von Hamoglobin in Carbylamin-Boratpuffer 
(px 9,5), in die Birne 0,2 cem einer 33 %igen Kaliumferricyanidlésung. 
Der Gasraum enthalt Kohlenoxyd oder Sauerstoff von gemessenem 
Partialdruck. Wir schiitteln im Thermostaten bei 10°, bis Druck- 
und Temperaturausgleich eingetreten sind, geben dann den Inhalt 
der Birne in den Hauptraum und messen die ausgetriebenen Kohlen- 
oxyd- oder Sauerstoffmengen. Die Methode ist also im wesentlichen 
Barcrofts Ferricyanidmethode, mit dem Unterschied, daB die Sattigung 
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des Hamoglobins und das Austreiben der Gase in demselben Gefaf 
vorgenommen wird. Die Methode ist einwandfrei fiir Messungen der 
Kohlenoxydbindung, weniger geeignet zur Messung der Sauerstoff- 
bindung. (Naheres in Protokoll 3). 

Den Dampfdruck des Carbylamins iiber einer 1 /Inormalen wisserigen 
Lésung fanden wir bei 10° gleich 12 mm Hg (Bunsenscher Absorptions- 
koeffizient bei 10°: 1330). Um Anderungen des Carbylamindampfdrucks 
beim Einkippen des Ferricyanids zu vermeiden, war es zweckmabig, 
der Ferricyanidlésung so viel Carbylamin zuzusetzen, daB die Carbyl- 
aminkonzentrationen im Hauptraum und in der Birne gleich waren. 

Eine Schwierigkeit bei den Versuchen war, da8 wir nicht wu8ten, 
wieviel Molekiile Carbylamin das Hamoglobin bindet. Die Carbylamin- 
konzentration in den Hamoglobin-Carbylaminlésungen war also nur 
dann bekannt, wenn das Verhiltnis Gesamt-Carbylamin/Hamoglobin 
gro8 war. Nur solche Versuche teilen wir im folgenden mit. 


Das Methylcarbylamin war frei von Blauséure, worauf nach Toda} 
geachtet werden muB. 

Hamoglobin wurde als kristallisiertes Oxyhamoglobin gewonnen, 
indem Pferdeblutkérperchenbrei (in 0,9%iger NaCl-Lésung) nach einer 
Vorschrift von Stadie und Ross? der Elektrodialyse unterworfen wurde. 
Der Elektrodialyseapparat (Steinzeug*, als Membran Pergament, als 
Elektroden Platingitter) wurde iiber einen Vorschaltwiderstand von 150 Ohm 
an 220 Volt angeschlossen. Durch die beiden AuSenkammern strémte 
zunachst Leitungswasser, die Innenkammer wurde geriihrt und auf méglichst 
niedriger Temperatur (unter 38°) gehalten. In dem Mafe, als die Salze 
fortdialysierten, wurde Vorschaltwiderstand herausgenommen, bis schlieB- 
lich, nach etwa 3 Stunden, bei dem Vorschaltwiderstand Null die konstante 
Stromstarke 0,8 Amp. erreicht war. Dann wurden die AuBenkammern 
mit gekiihltem destillierten Wasser durchstrémt, wobei im Laufe einer Stunde 
die Stromstarke bis zu dem konstanten Endwert von 0,02 Amp. fiel. 

Der Kristallbrei wurde aus der Dialysierkammer herausgenommen, 
auf der Zentrifuge mit kaltem Wasser gewaschen und als Kristallbrei 
unter Wasser im Eisschrank aufbewahrt. Zum Versuch wurden die Kristalle 
in m/10 Borat‘ (pq 9,5) gelést und von den Stromata durch Zentrifugieren 
befreit. Die Konzentration der so gewonnenen Oxyhamoglobinlésung 
wurde mit Ferricyanid in GefaBen nach Abb. 1 bestimmt. Der Haupt- 
raum H enthielt die Oxyhamoglobinlésung, der Gasraum 100 Vol.-% 
Sauerstoff, die Birne 0,2 ccm 33%ige Kaliumferricyanidlésung. Wurden 
beim Einkippen des Ferricyanids aus 1 ccm Oxyhamoglobinlésung a ccm 
Sauerstoff entwickelt, so war die Konzentration des Hamoglobineisens 


a. 1000 


Cre = 99 400 


Grammatome Eisen/Liter. 


1 §. Toda,. diese Zeitschr. 172, 17, 1926. 

2 W.C. Stadie und E.C. Ross, Journ. Biol. Chem. 68, 229, 1926. 

* Deutsche Ton- und Steinzeugwerke A.-G., Berlin - Charlottenburg, 
BerlinerstraBe 23. 

* Herstellung der Boratlésung, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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Carbylamin-Haémoglobin und photochemische Dissoziation. 31 


Das Kohlenoxyd wurde aus Ameisenséure mit konzentrierter Schwefel- 
siure entwickelt und mit Kalilauge gewaschen. Zur Verdiinnung des 
Kohlenoxyds diente Argon der Lindes Eismaschinen A.-G. (weder das 
in Stahlflaschen kéufliche Kohlenoxyd noch der kaufliche Stickstoff 
durften wegen ihrer Verunreinigungen fiir die Verteilungsmessungen 
benutzt werden). 


8. Verteilung des Haimoglobins zwischen Kohlenoxyd und 
Methylearbylamin. 


Wurde der Kohlenoxyddruck konstant gehalten und die Carbyl- 
aminkonzentration variiert, so fanden wir bei einem Kohlenoxyd- 
druck von 0,0097 Atm. die folgenden Sattigungswerte (Abb. 2 und 
Protokoll 1): 





10 " . | Prozentische Sittigung 
Methy!-Carbylamin des Himoglobins 
































Mole/Liter mit Kohlenoxyd 
50. 10-% 80 Hamoglobinkonzentration : 
100. 10-8 71 1,79 . 10-3 Grammatome Fe/Liter 
300. 10-3 45 Temperatur: 10° 
¥/ 

90 
SS so} | 
SB y|- os eet Abb. 2. 
S % Prozentische Sittigung des Himoglobins 
4.8 60 — nage “ : é 
2s mit CO bei verschiedenen Carbylamin- 
SL 50 konzentrati 
8 Syl a | sie onzentrationen. 
NIN | CO-Druck: 0,0097 Atmosphiiren. 

8 30 t = 95 
NES : 9,5. Temperatur: 10°. 
fo Ps 
8 w|—4 . }—_}_— 
0 | | 
5x10* 10x0* é' S0x10-* 
> Gye (Mole/Liter) 


Wurde die Carbylaminkonzentration konstant gehalten und der 
Kohlenoxyddruck variiert, so fanden wir in n-Carbylamin die folgenden 
Sattigungswerte (Abb. 3 und Protokoll 2): 





Prozentische Sittigung 
des Himoglobins 


Kohlenoxyddruck 


Atmosphiren mit Kohlenoxyd 
0,019 29,6 Hamoglobinkonzentration : 
0,096 62,9 | )1,25.10-* Grammatome Fe/Liter 
0,97 94,7 | Temperatur: 10° 
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Beide Versuchsreihen sind in TabelleI vereinigt. Aus dem 
Kohlenoxyddruck peo ist hier die Konzentration cog des Kohlenoxyds 
in der Lésung berechnet. Die Versuche sind nach dem Verhiltnis 

















100; 
90|— 
LS 80 
$s Abb. 3. 
Sr 
BS S60 : Prozentische Sittigung des Himoglobins 
< RS 50 mit CO bei verschiedenen CO-Drucken. 
BN es Carbylaminkonzentration: 1,0 Mole/Liter. 
8 830 \ py: 9,5. Temperatur: 10°. 
s 8 20\- H a a oon 
XY tt 
[ 0 57 OE 03 OF 05 06 OF 48 09 10 


—> C0-Druok (Atmosphiren) 


Co 
Kohlenoxydkonzentration /Carbylaminkonzentration (— ce) geordnet. 
CHgNC 
m ist der nicht an Kohlenoxyd gebundene Bruchteil des Eisens, der 
an Kohlenoxyd gebundene Bruchteil also 1 — n. 


Tabelle I. 10° 




















Poo cco eniiiee iz “co ‘ | n n “co 
Atmosphiiren a MolejLiter | Hi meso me Lead Iti ” CCH,NC 
0,97 | 108.10-*) 1000. 10- 3) - | | 0,058 | 0,056 6,05. 10-5 
| aoe | 1,08.10-8| 50 . 10-3 | ie | 020 | 025 54 . 10-5 
ae earl war ae, [eel ow | oe 
: 0096 | 1 10, = 1000.10-2 | ry 0,371! 0,59 | 63 .10-5 
0,0097 | 1,08.10-*| 300.108) 5t 0,547) 1,21 | 44.107 
0,019 | 2,12.10-* | 1000. 10-3 F500 | 0,704! 2,38 | 5,05 . 10-8 





Mittel:| 5,8 . 1078 


Aus der Tabelle sieht man, daB der Ausdruck 


n Co 10° 


1—n ccn,Nc 


Co 
nahezu konstant bleibt, wenn man das Verhiltnis — 
CH; NC 
50fache variiert. Im Mittel ist die Konstante 5,3.10-5, die gréBte 
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Abweichung vom Mittelwert betragt 25°, im Vergleich zu der Variation 
des Konzentrationsverhaltnisses eine unbedeutende Schwankung. 
Man findet also hier dasselbe Gesetz wie bei der Verteilung des 
Hamoglobins zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd. Die zugrunde- 
liegende Reaktionsgleichung schreiben wir 
FeCO + CH,NC = FeCH,NC + CO 
und das Gleichgewicht 


s Oo inn CFeCHsNC CO — K = 53.10. 
1—n CcH,NC CrecO CCH;NC 

Aus dem Zahlenwert der Verteilungskonstanten K folgt, dab 
— bei 10° — das Eisen gleichmaBig (n = 0,5) zwischen Carbylamin und 
Kohlenoxyd verteilt ist, wenn die Carbylaminkonzentration 19000mal 
gréBer ist als die Kohlenoxydkonzentration (in der Lésung). Anders 
ausgedriickt: die Affinitat des Kohlenoxyds zu Hamoglobin ist bei 
10° 19000mal gréBer als die Affinitat des Carbylamins zu Hamoglobin. 

Es sei noch bemerkt, daB das, was hier gemessen wurde, nicht die 
Verteilung des freien Himoglobins, sondern die Verteilung des Carb ylamin- 
Hamoglobins ist. Die Uberschrift dieses Abschnitts wiirde vollstiandiger 
lauten: ,,Verteilung des Carbylamin-Haimoglobins zwischen Kohlenoxyd 
und Carbylamin“. 


4. Verteilung des Himoglobins zwischen Sauerstoff und Methylcarbylamin. 
Sattigt man Hamoglobin mit Sauerstoff von dem, Druck einer 

Atmosphiire bei verschiedenen Methylcarbylaminkonzentrationen, so 

findet man folgende Sattigungswerte (vgl. Abb. 4 und Protokoll 3): 





Abb. 4. 
Prozentische Sittigung 
des Himoglobins mit Og bei 
verschiedenen Carbylamin- 
konzentrationen. 
O2-Druck: 0,99 Atmosphiren. 
Pu: 955. Temperatur: 10°. 
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Aus den angegebenen Siattigungswerten sind die Zahlen der 
Tabelle II berechnet, die im iibrigen wie Tabelle I angeordnet ist. n ist 
hier der nicht an Sauerstoff gebundene Bruchteil des Himoglobin- 
eisens, 1 —n der an Sauerstoff gebundene Bruchteil. 


Tabelle II. 10° 











Po, | 0, | CCHzNC __©O2 _ | 5 tae n ©. 
seein) eatin | Meteo | “ONE | 1" [A= 8 Some 
0,99 1,5.10-8 50. 10-8 a3 0432 0,76 | 23.107 
099 | 15.10-* | 100. 10-2 Ps 0,608 1,55 2,3.10-2 
0,99 | 1,5.10-? 300. 10-2 am 0852| 576 2,9. 10-2 

Mitel: | 2,5. 10-2 


nahezu konstant bleibt, wenn man das Verhialtnis 


CO, 
CCH3NC 
variiert. Ersetzen wir, wie in Abschnitt 3, durch 
CFeCH,NC 
CyFe 
so ist 
CFeCH3NC CO. 


= K = 25 .10-? 
CFe 02 CCH; NC 


und die zugrundeliegende Reaktionsgleichung 
FeO, + CH,NC ~ FeCH,NC + O,. 


Aus dem Zahlenwert der Verteilungskonstanten K folgt, dal 
— bei 10° — das Eisen gleichmaBig (n = 0,5) zwischen Carbylamin 
und Sauerstoff verteilt ist, wenn die Carbylaminkonzentration 40mal 
groBer ist als die Sauerstoffkonzentration (in der Lésung). Anders 
ausgedriickt: die Affinitaét des Sauerstoffs zu Hiaimoglobin ist bei 10° 
40mal gréBer als die Affinitaét des Carbylamins zu Himoglobin. In 
n-Carbylamin und bei dem Sauerstoffdruck von 1 Atm. sind 6° des 
Hamoglobins mit Sauerstoff gesittigt. 
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Dividieren wir die Gleichung 


CFeCH3NC Coo — 

ee = §3.10-° 
CreCO CCH; NC 

durch die Gleichung 


CFeCH,;NC Co, 


= 2.5 .10-2, 
CFeO., CCH,NC 
so erhalten wir 
CFeO. SCO __ 21.10-? — K’ 


CFeCO C0, 


kK’ ist das Verhaltnis der Affinitaéten des Carbylamin-Hamoglobins 
zu Sauerstoff und Kohlenoxyd. Aus dem Zahlenwert von K’ folgt, 
da die Affinitét des Carbylamin-Haimoglobins zu Kohlenoxyd rund 
480mal so groB ist als die Affinitat zu Sauerstoff. Zwischen Sauerstoff 
und Kohlenoxyd verteilt sich also Carbylamin-Hamoglobin etwa in 
demselben Zahlenverhaltnis, wie freies Hamoglobin. 


5. Verteilung von Him zwischen Kohlenoxyd und Methylearbylamin. 


Wie durch Blauséure nach Abschnitt 1, so kann man auch durch 
Carbylamine (Methyl-, Athyl-, Allyl-, Carbylamin) Kohlenoxyd von Him 
verdrangen. 

Fiir quantitative Versuche eignen sich wasserige Lésungen nicht, weil 
Carbylamin-Him in Wasser schwer léslich ist und bei Haimkonzentrationen, 
wie man sie fiir manometrische Messungen braucht (~ 10—-* Gramm- 
atome Fe/Liter) ausfaillt. In Methylalkoho] jedoch ist Carbylamin-Haim 
so leicht léslich, daB man die fiir manometrische Messungen notwendigen 
Hamkonzentrationen herstellen kann. 

Um Hamin in Methylalkohol zu reduzieren, benutzen wir ,,methyl- 
alkoholischen Cysteinpuffer‘‘ von der Zusammensetzung: 60 mg Cystein- 
chlorhydrat + 0,4cem Wasser + 0,6cemn NaOH, mit Methylalkohol 
auf 20ccm). Zur Messung der Verteilung des Him zwischen Kohlenoxyd 
und Methylcarbylamin dienten GefaiBe nach Abb. 1, die wie folgt gefiillt 
wurden : 

Hauptraum: 2cem methylalkoholischer Cysteinpuffer, mit wechseln- 
den Carbylaminmengen. 

Birne: etwa 2mg Hamin + 0,02 cemn NaOH + 0,28 cem Methyl- 
alkohol. 

Einsatz: (als Sauerstoffabsorptionsmittel) 0,2cem m/5 Na,P,O, 
+ 0,04 cem m/2 FeSQ,. 

Gasraum: Kohlenoxyd. 

Die Versuchstemperatur betrug 10°. Zunachst wurde geschiittelt, 
bis Druck- und Temperaturausgleich eingetreten war. Dann wurde die 
Haminlésung aus der Birne in den Hauptraum gegeben. Hier wurde das 
Hamineisen von dem Cystein reduziert und nahm dann Kohlenoxyd 
auf. Nach 2 Stunden waren die Drucke konstant, die Kohlenoxydaufnahme 
beendet. 

Tabelle IIT enthalt eine Versuchsreihe. 
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Tabelle III. 


10°. ago in Methylalkohol, der Bunsensche Absorptionskoeffizient, wurde 
bei 10° = 0,10 gefunden. 





Poco — Coo . Comes e Sonnets Serre 
Atmosphiren Mole/Liter Mole/Liter mit Kohlenoxyd 
0,0001 4 .10-7 0 100 
0,93 4,2.10-% 26. 10-3 29 
0,93 4,2.10-8 87.1073 9 


Rechnet man nach Tabelle ITI, wie in den vorhergehenden Abschnitten, 
die Verteilungskonstante aus, so findet man 


CFeCH3NC CO 
CFeCO  ¢CH3NC 


= 0,4. 


Bei 10° ist das Hameisen gleichmaBig (n = 0,5) zwischen Kohlen- 
oxyd und Carbylamin verteilt, wenn die Carbylaminkonzentration 
2,5mal gréBer ist als die Kohlenoxydkonzentration (in der Lésung). Obwohl 
die Bindung des Kohlenoxyds an Him in Methylalkohol sehr fest ist, 
geniigt eine verhaltnismaBig kleine Carbylaminkonzentration zur Ver- 
drangung. 

Eingehender haben wir uns mit Carbylamin-Haém nicht beschaftigt, 
weil sich die Absorptionsspektren des Carbylamin-Him — im Gegensatz 
zu den Absorptionsspektren der Carbylamin-Hamoglobine — mit der Zeit 
andern, sowohl] in Wasser als auch in Methylalkohol. In Carbylamin- 
Hamlésungen gehen langsam verlaufende chemische Veranderungen vor 
sich, die man nicht tibersieht. 


6. Absolute Absorptionsspektren. 


Wir haben die absoluten Absorptionsspektren des Carbylamin- 
Hams und der Carbylamin-Hamoglobine zwischen 250 und 600 wy 
gemessen. Zur Messung diente eine lichtelektrische Zelle, als Licht- 
quelle im Ultraviolett der Wolframfunke, im Sichtbaren eine Metall- 
fadenlampe. (Die Apparatur wird in der folgenden Arbeit beschrieben.) 
Die Schichtdicken bei der Absorptionsmessung waren 0,5 bis 1 em, die 
Farbstoffkonzentrationen 1/; 99999 bis */19999, atomar in bezug auf Eisen. 
Naheres ersieht man aus Protokoll 4 am SchluB dieser Arbeit, in dem 
fiir ein Beispiel — Kohlenoxydhaimoglobin — die Schichtdicken, 
Konzentrationen und Lichtschwachungen angegeben sind. 

Der Lichtabsorptionskoeffizient B ist durch die Gleichung definiert 

1 1 In to 


eae Nak 


wo c die Farbstoffkonzentration ist, d der Lichtweg, i, und i die 
Lichtintensitat an den beiden Enden des Absorptionstrogs. Wir 
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driicken c in Grammatomen Eisen/ecm aus, d in Zentimeter und 


erhalten so al qem 
Grammatome Fe 


Kennt man £, so kann man fiir beliebige Farbstoffkonzentrationen 
und Schichtdicken die Lichtschwachungen i/i, nach der Gleichung 


berechnen iJiy = e—Fed, 


wo e die Basis der natirlichen Logarithmen ist. 
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Abb. 5. Absorptionsspektrum des Him in methylalkoholischem Cysteinpuffer. 
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Abb. 6. Absorptionsspektrum des Methylearbylamin-Him in methylalkoholischem Cystein- 
puffer. n/100 Methylcarbylamin. 


In den Abb. 5 bis 10 sind einige Spektren graphisch dargestellt. 
Tabelle IV enthalt die lichtelektrisch gemessenen, fiir die Zeich- 
nungen benutzten B-Werte. Die Carbylamin- Hamoglobinspektren 
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sind bestandig. In den Hamspektren nimmt die Héhe der Haupt- 
absorptionsbande mit der Zeit — im Laufe von Stunden — ab. 
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—Wellenliinge (22) 
Abb. 7. Reduziertes Himoglobin in n/10 Borat. PH: 9,5. 
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Abb. 8. Methylearbylamin-Hiimoglobin in n/10 Borat. pq: 9,5. n-Methylearbylamin. 


Deshalb miissen die Hamspektren direkt nach Herstellung der 
Lésungen gemessen werden. 
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Abb. 10. 
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Abb. 9. Kohlenoxyd-Himoglobin in n'10 Borat. pu: 9,5. 
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Kohlenoxyd-Methylearbylamin-Hiimoglobin in n/10 Borat. Pu: 95+ 
n Methylearbylamin, Kohlenoxyddruck: 1 Atmosphiire. 
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Tabelle IV. Lésungsmittel fiir Him: Methylalkoholischer Cysteinpuffer 
Lésungsmittel fiir Haimoglobin: n/10 Borat, py 9,5. 
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| 0,97 
| 1,13 


1,74 


| 2,75 |; 
| 2,99 


3,23 


2,70 || 


1,74 
0,20 


| 0,13 


0,09 
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| 0,09 |) 


0,10 


0,12 || 
| 0,15 || 
| 0,18 
| 0,23 | 
0,28 || 
| 0,30 | 
| 0,30 || 
| 0,28 | 


0,27 


| 0,22 
0,17 


0,10 


250 | 


260 


270 | 
280 | 


290 
300 
310 
320 
330 
340 


350 | 


360 


370 | 


380 


390 | 


400 
410 
420 
425 
430 
436 
440 
450 
460 


470 | 
480 | 


490 
500 
510 
520 


| 530 


540 
550 
560 
565 
570 
580 
590 
600 


0,87 
0,78 
0,88 
0,94 


0,07 
0,04 


uu 


| 250 
| 260 | 
| 0,86 


270 


| 280 


290 
300 
310 
320 
330 
340 
350 
360 


370 | 
380 | 


390 


400 | 
| 410 | 


415 
420 
425 
430 
440 
450 
460 
470 
480 
490 
500 
510 


530 
540 
550 
560 
570 
580 
590 
600 





B.10-8 


0,64 
0,74 


0,82 
0,68 
0,40 
0,38 
0,48 
0,62 
0,74 
0,74 
0,63 
0,54 
0,49 
0,79 
1,25 


0,05 


Zu den Spektren ist zu bemerken, daB Methylcarbylamin in jedem 
Falle im Griin zwei Banden erzeugt. 
Die Hauptabsorptionsbande des Carbylamin-Him liegt bei 434 yy. 
Sie ist hier mit dem Taschenspektroskop leicht zu sehen und tritt schon 
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auf, wenn man zu einer n/100000 Hamlésung m/50000 Carbylamin 
(pro Liter) gibt. Die Hauptabsorptionsbande des freien Ham liegt 
bei 415 wu. Zusatz von Carbylamin bewirkt also eine Rotverschiebung 
der Hauptabsorptionsbande um 19 pp. 


Kohlenoxyd - Himoglobin und Kohlenoxyd - Carbylamin - Hamo- 
globin unterscheiden sich sowohl durch die Lage der Hauptabsorptions- 
bande im Blau, als auch durch die Lage der Nebenbanden im Griin. 


7. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Carbylamin- 
Hiaimoglobins. 

Qualitativ kann man sich von der Lichtempfindlichkeit des Kohlen- 
oxyd-Carbylamin-Hamoglobins tiberzeugen, indem man in ein Gefaf, 
wie es in Abb. 1 gezeichnet ist, 2cem (durch Wasser) hamolysierte 
Blutkérperchen bringt. Der Gasraum enthalt 5 Vol.-°, Kohlenoxyd 
in Argon, die Thermostatentemperatur ist 10°. 

Belichtet man mit einer 75-Watt-Metallfadenlampe, die man dicht 
an den Boden des GefiBes heranbringt, so beobachtet man keine 
Druckanderung, wenn die Blutlésung kein Carbylamin enthalt. Setzt 
man Carbylamin hinzu, so treten beim Belichten wegen der Abspaltung 
von Kohlenoxyd positive Drucke auf. Zum Beispiel wurden aus einer 
Blutlésung, die 50cmm gebundenes Kohlenoxyd enthielt, beim Be- 
lichten abgespalten: 





Carbylamin- 
konzentration 
Mole/Liter 


Im Gleichgewicht 
abgespaltenes CO 


0 | 0 








0,01 | 65cmm = 18% 
0,1 oS , =OB% 
1,0 28 , = 46% 








Wurde nach dem Belichten wieder ver- eee ad 
dunkelt, so wurde das abgespaltene Kohlen- Abb. 11. 
oxyd wieder absorbiert. 

Um die photochemische Dissoziation quantitativ zu untersuchen, 
benutzten wir GefaBe nach Abb. 11 und verfuhren wie friiher? bei 
der Untersuchung des Kohlenoxyd-Hamochromogens. Es wurde also 
in H eine Hamoglobinlésung (aus kristallisiertem Pferde-Oxyhimo- 
globin) eingefiillt, die so konzentriert war, daB sie das (vertikal durch 
den Boden des GefaBes) eingestrahlte Licht vollstandig absorbierte. 


1 0. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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Die Lésung war in bezug auf Methylcarbylamin normal, der Gasraum 
mit 100 Vol.-°%, Kohlenoxyd gefiillt. Octylalkohol (als Schaumzerstérer) 
durfte nicht zugesetzt werden, da das Carbylamin-Haimoglobin unter 
der Wirkung des Octylalkohols ausflockte. 


Zwei wie beschrieben gefiillte Gefa®e wurden mit den beiden 
Schenkeln eines Differentialmanometers verbunden, das eine der 
beiden GefaiSe wurde bestrahlt. Beim Bestrahlen trat ein positiver 
Druck auf, der nach 10 Minuten konstant geworden war und 
abgelesen wurde. Aus diesem Druck wurde die spezifische Licht- 
wirkung g berechnet, die Kohlenoxydmenge, die abgespalten wird, 
wenn eine Grammkalorie Licht von der Kohlenoxydverbindung 
absorbiert wird. 


Bei der Berechnung ist zu bedenken, daB man es hier nicht mit 
einer einfachen photochemischen Dissoziation zu tun hat, sondern 
mit einer photochemischen Verdrdngung des Kohlenoxyds durch das 
Carbylamin 


(CH,NC), FeCO + CH,NC — (CH,NC), FeCH,NC + CO. 


Trotzdem kann man, wie in der mathematischen Theorie (Ab- 
schnitte 10, 11 und 12) gezeigt wird, den Fall so behandeln, als ob eine 
einfache photochemische Dissoziation vorlage 


(CH,NC), FeCO — (CH,NC), Fe + CO 
und die Gleichung des stationéren Zustandes! anwenden 
g.A= pyKgo.- R. 


in der links die pro Minute photochemisch gespaltene Kohlenoxydmenge 
steht, rechts die pro Minute zuriickreagierende Kohlenoxydmenge. 


In der Gleichung des stationéiren Zustandes bedeuten 





cmm 
y abgespaltenes CO/absorbierte Strahlung | — |. 





A von der Kohlenoxydverbindung pro Minute absorbierte Strahlung 
~ cal 
Minuten }’ 

po der durch Bestrahlung erzeugte Kohlenoxyddruck [mm]. 


Kco GeféBkonstante fiir Kohlenoxyd [qmm], 
1 
R Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion [icean | 
Minuten 


1 0. Warburg und ELE. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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Die zur Berechnung von gy notwendigen GréBen wurden wie folgt 
bestimmt : 

p>, wurde mit dem Kathetometer abgelesen. 

Koo wurde aus dem Volumen des Gasraums, dem Volumen der eingefiillten 
Fliissigkeit und der Léslichkeit des Kohlenoxyds berechnet. Keo 
war gleich 2,80 qmm. 

R wurde bestimmt, indem in dem Versuchsgeféi8 durch Bestrahlung 
(mit nicht gemessener Intensitaét) ein positiver Druck p erzeugt wurde. 
Dann wurde verdunkelt und beobachtet, wie schnell dieser Druck 
wieder verschwand. Wir fanden bei 10°, einem Kohlenoxyddruck 
von 0,97 Atm. und einer Carbylaminkonzentration 1 Mol/Liter 


—dp 
# _ peonl 
aie ~~?" [Minuten 


unabhangig von der Schiittelgeschwindigkeit und der Konzentration 
des Hiaimoglobins (Protokoll 5). 


A Die Lichtintensitaét J) an der Eintrittsstelle in das GefiB wurde bolo- 


metrisch bestimmt und in erhalten. Zur Berechnung der 


Minuten 
von der Kohlenoxydverbindung pro Minute absorbierten Energie A 
diente, unter der Bedingung vollstandiger Absorption, die Gleichung 
B, (1 — nh) 
By (1—mp) + Born 
in der mn, der Dissoziationsgrad der Kohlenoxydverbindung im 
stationiren Zustand der Bestrahlung ist, £, der Lichtabsorptions- 
koeffizient der Kohlenoxydverbindung und f, der Lichtabsorptions- 
koeffizient des (kohlenoxydfreien) Carbylamin-Hamoglobins. Fiir 
die Wellenlange 578 uu fanden wir 


B, = 0,20 . 10 qem 
B, = 0,18. 108 | Grammatome Eisen |’ 

nh setzt sich zusammen aus ng, dem Dissoziationsgrad der Kohlen- 

oxydverbindung im Dunkeln, und 4n, dem Dissoziationsgrad, der 

bei der Bestrahlung hinzukommt und variabel ist. mq war unter 

den Bedingungen unserer Versuche (vgl. Abschnitt 3 und Abb. 3) 

gleich 0,05. 


A=Jd,: Jy +4, 


Tabelle V enthalt das Ergebnis der Messungen fiir die Wellen- 
lange 578 wu. Wie man sieht, werden pro Grammkalorie absorbierter 
Strahlung im Mittel 116cmm Kohlenoxyd abgespalten, unabhangig 
von der Himoglobinkonzentration und der Intensitat der eingestrahlten 
Energie. Rechnet man die Kubikmillimeter CO in Mole CO und die 
absorbierte Energie in Mole Quanten um, so erhalt man das Verhaltnis 


Mole CO , : mr 
—, das nach der letzten Spalte der Tabelle gleich 0,25 ist. 
Mole Quanten 
Bestrahlt man also mit Licht der Wellenlinge 578 wu, so erscheint 
1 Molekiil CO, wenn 4 Lichtquanten absorbiert worden sind. 
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Tabelle V. 
10°. A578 wy. Loésungsmittel n/10 Borat (px 9,5). 
Carbylaminkonzentration 1/l1normal, Kohlenoxyddruck 0,97 Atm. 
Versuchsgefa8: Gasraum vg = 26,7 ccm. 
Eingefiillte Fliissigkeit vy = 26,4 ccm. 
Querschnitt der Manometerkapillare 0,160 qmm. 
Sperrfliissigkeit: Brodie (10000 mm gleich 1 Atm.) 











‘a. A RS | | 
esse © o| |_|s 
85> 2 | ll Sia lel 
PEEP Mf ear] /oi2 
BEE Jo m, | y | A=y7-Jo] B Po £ 2 isle 

5 | eI 
i emm CO | |= 

a cal/Min. cal/Min. 1/Min. mm emm cal. | - 
1490 ||18,5 . 10-2) 0,06 | 0,94| 17,4 .10-? | 0,51 | +138 |386| 113 | 0,%5 

625 184 .10-2| 0,11 | 0,90 16,5 .10-? || 0,51 |+13,9 | 39,0; 120 | 0,26 


625 | 1,75. 10-2) 0,06 | 0,94| 1,64.10-% 0,51 | + 1,32] 3,7) 115 (025 
625 ||18,5 .10-?| 0,11 | 0,90) 16,6 .10-? || 0,51 | +135 | 37,8; 116 | 0,26 


8. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Carbylamin-Haimoglobins 
bei verschiedenem Verdringungsgrad. 

Nach den Untersuchungen von G.S. Adair! und Svedberg? ist 
Hamoglobin eine polymerisierte Eisenporphyrinverbindung, die pro 
Molekiil 4 Eisenatome enthalt. Da wir bei der photochemischen 
Spaltung durch die Wellenlange 578 wy nur 1/, der erwarteten Licht- 
wirkung fanden, fragten wir uns, ob vielleicht die 4 FeCO-Gruppen 
eines Hamoglobinmolekiils bei gleicher Lichtabsorption verschieden 
stark photochemisch dissoziieren. Dann miiBte man bei verschiedenen 
Dissoziationsgraden verschiedene g- oder R-Werte finden. 

Wir bestimmten RF bei verschiedenen Dissoziationsgraden n und 
fanden bei 11° und bei 73° Dissoziation den gleichen R-Wert 
(Protokoll 5). Die Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion ist also 
fiir mindestens 3 der 4 Eisenatome gleich. 

Wir bestimmten ferner das Verhaltnis der spezifischen Licht- 
wirkungen g, indem wir eine verdiinnte Kohlenoxyd-Carbylamin- 
Hamoglobinlésung mit Licht der Wellenlange 578 wu verschieden 
stark bestrahlten. Die erzeugten Dissoziationsgrade waren 15% und 
45%. Die Gleichungen des stationéren Zustandes ergeben fir die 
spezifischen Lichtwirkungen g, und g, 


Pi Pi R, A, 


Po Po, Re A, 
%1 _ Pr As 


oder, da R, = R, 


Pe ~ A, 


1 Journ. Biol. Chem. 68, 493, 1925. 
2 Svedberg und Fahrens, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 430, 1926. 
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Carbylamin-Hamoglobin und photochemische Dissoziation. 45 


Einer Erlauterung bedarf die Messung von A,/A,. Die Lichtabsorption 
in der Haimoglobinlésung war unvollsténdig. Da die Schichtdicke d beim 
Schiitteln schwankt, so ist eine Berechnung von A aus der eingestrahlten 
Intensitaét hier nicht méglich, wohl aber die Berechnung von A,/A, dank 
des giinstigen Umstandes, daB die Lichtabsorptionskoeffizienten 6, und 
B, der gespaltenen und ungespaltenen Kohlenoxydverbindung fast gleich 
sind (8B, = 0,20. 108, B, = 0,18. 108). Gleich sind auch die Gesamt- 
konzentrationen an Himoglobin und die Schichtdicken d (da es dieselbe 
Lésung ist, die man bestrahlt), folglich auch die Gesamtabsorptionen an 
Licht. Unter diesen Bedingungen ist? 


SF eae 
A, Je Yo’ 
wo y dieselbe Bedeutung wie in Abschnitt 7 hat. 
Es ist 
«(; __By (Ima) ) 
m= By (L—ann) + By. _/np fiir Bestrahlung mit J; 








B, (1—mp) ) 
v2 = Bp, (i —ng) + B, .ny/np, fir Bestrahlung mit J2 


So erhalten wir fiir 9,/y,, trotz unvollstandiger Absorption, den einfachen 
Ausdruck: 

ee Oe 

P2 P,2 J, 

Versuch: Kohlenoxyddruck, Carbylaminkonzentration, Versuchs- 
temperatur und py waren dieselben wie in Abschnitt 7 (poo = 0,97 Atm., 
Cou,Nc = 2/1, 10°, ng = 0,05). Die Hamoglobinkonzentration war 
rund 20mal kleiner. Die Eisenmenge im Versuchsgefaf2 (Abmessungen 
wie in Abschnitt 7, Koo = 2,80qmm) war aquivalent 28cmm CO 
oder 10mm CO-Druck. cy, = 4,8 . 10-5 Grammatome Fe/Liter. 

Wir fanden bei Bestrahlung mit der Wellenlange 578 uy 

J, = 2,98 . 10-2 — 

a aC Minuten’ 

Pp, = + 0,98 mm, 

Ny, = Ng + An = 0,05 + 0,098 = 0,148, 
J 17,9 . 10—? = 

or ee? Minuten’ 

PP. = + 3,99mm, 

Ny, = Ng + Dn = 0,05 + 0,399 = 0,45. 


1 Vgl: O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928, 
insbesondere Gleichung 5. 





46 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: 


Es war also 
Pi: _ Pr Jo Ys 
Po Po Jy ¥1’ 
9, _ 90,98 17,9.10-* 0,577 
9, 3,99 2,98.10-* 0,863 
Das Ergebnis ist p,; = g, bei 15% Dissoziation und bei 45%, 
Dissoziation. Da auBerdem R, = R, bei 11% und 73%, Dissoziation 
ist, so liegt kein Grund zu der Annahme vor, da sich die 4 FeCO- 
Gruppen eines Hamoglobinmolekiils verschieden verhalten, weder in 
bezug auf die Primarreaktion g, noch in bezug auf die Riickreaktion R. 


== 6.98. 


9. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Carbylamin-Himoglobins 
bei sehr kleiner Himoglobinkonzentration. 

In den Versuchen des Abschnitts 7 war die Konzentration des 
Hamoglobineisens von der Gré8enordnung 10—* Grammatome Fe/Liter, 
in dem Versuch des Abschnitts 8 war die Konzentration rund 20mal 
kleiner. Im ersten Falle war die Lichtabsorption in dem Versuchstrog 
volistandig, im zweiten Falle war sie unvollstandig, aber noch betracht- 
lich. In diesem Abschnitt beschreiben wir eine Anordnung, bei der 
die Konzentration des Hamoglobineisens 10-5 Grammatome Fe/Liter 
und so klein war, daB nur ein kleiner Teil des Lichtes in dem Troge 
absorbiert wurde. Im iibrigen war die Anordnung dieselbe wie in den 
vorhergehenden Versuchen, das Lésungsmittel wiederum n/10 Borat 
(px = 9,5), die Carbylaminkonzentration 1/1 normal, der Kohlenoxyd- 
druck 0,97 Atm. und die Thermostatentemperatur 10°. Zur Berechnung 
der spezifischen photochemischen Wirkung g diente auch hier die 
Gleichung — er | 

Die »-Bestimmung bei sehr kleiner Lichtabsorption hat den Vorteil?, 
daB in der Formel zur Berechnung von A nur die Konzentration c, 
der Kohlenoxydverbindung vorkommt, nicht aber c,, die Konzentration 
der dissoziierten Verbindung. Beliebig viele lichtabsorbierende Sub- 
stanzen, die in der Lésung — etwa als ,, Verunreinigungen“ — enthalten 
waren, wirden die Berechnung von @ nicht stéren. In dieser Hinsicht 
sind die Bedingungen dieselben wie bei den Versuchen iiber die photo- 
chemische Dissoziation der Carbonylverbindung des Atmungsferments. 

R, die Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion, ist von der 
Hamoglobinkonzentration unabhangig (vgl. Protokoll5) und wie 
in den vorhergehenden Versuchen gleich 0,51 reziproken Minuten. 
Zur Berechnung von A dient die Gleichung 


A xz fy. By. Gy. 


1 0. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928; be- 
sonders die Gleichungen (7) und (7a). 
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Carbylamin-Hamoglobin und photochemische Dissoziation. 47 


wo v das Volumen der bestrahlten Lésung ist (Kubikzentimeter), 
B, der Lichtabsorptionskoeffizient der Kohlenoxydverbindung 
| qem 


- _}, ¢, die Konzentration der Kohlenoxydverbindung 
Grammatome Fe 





a ‘Grammatome Fe 
im stationiren Zustand der Bestrahlung {- und ig 
ccm 


ale ae a cal 
die auf die Fldcheneinheit reduzierte Lichtintensitat {—-—-——-—— 
qem X Minuten 


an der Eintrittsstelle in den Versuchstrog. 


Versuch bei Bestrahlung mit Licht der Wellenldénge 578 up. 
Abmessungen des  VersuchsgefiBes wie in Abschnitt 7: 
Keo = 2,80qmm. Volumen der bestrahlten Lésung 26 ccm. 
Cre = 0,224 cmm pro Kubikzentimeter. Fe im Gefa8: 5,6 cmm, 
aquivalent 2 mm. 
Cre = 0,96 . 10-8 Grammatome Fe pro Kubikzentimeter. 
ig = 1,71 . 10~% cal/qem X Minuten. py = 046mm. nz = 0,05, 
n, = 0,28. : 
Cc, = (1 — ny) Cpe = 0,72 . 0,96 . 10-8 = 0,691 . 10-8 Grammatome 
Fe pro Kubikzentimeter. 
qem 


B, = 0,20. 10—* — —___-- 
Grammatome Fe 


A= i,. 8, .G .9. 


cal 
= 1,71 .10—*.0,20.168.0,691 . 10-8. 26 — 6.16. 10-3 - , 
Minuten 





Po - Ko O- R 
_ A 
0,46.2,80 0,51 cmm 
ied | cal | 
Mole CO 


—_—____ == 107 .2,18 .10—* = 0,23. 
Mole Quanten a . 0, 


Dieser g-Wert ist rund 8%, kleiner als der bei vollstandiger Ab- 
sorption gefundene. Er ist berechnet unter der nur angenahert zu- 
treffenden Annahme unendlich kleiner Absorption. Rechnet man 
statt mit ti), der Intensitét an der Eintrittsstelle, mit der mittleren 
Intensitat ¢ (1,59 . 10—% statt 1,71 . 10—%), so erhalt man 


g= 115 | 
Mole CO 





ecmm 
cal |’ 








3295 


Mole Quanten 


das ist der bei vollstindiger Absorption gefundene Wert. 








48 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: 


Wie man also die Versuchsbedingungen auch variiert, immer findet 
man, da anders als bei der Spaltung einfacher Eisencarbonylverbin- 
dungen 1 Lichtquantum nicht 1 Molekiil CO abspaltet, sondern 
weniger. Und zwar ist bei Bestrahlung mit derselben Wellenlange 
immer der gleiche Bruchteil der absorbierten Quanten fiir die Kohlen- 
oxydabspaltung unwirksam, unabhangig von den dauBeren Bedingungen 
der Versuche. Dies spricht fiir eine innere Ursache dieser merk- 
wiirdigen Erscheinung. Wie in Abschnitt 13 gezeigt wird, kann man 
sie vielleicht erklaren durch die Annahme, da8 bei Belichtung aus dem 
Kohlenoxyd-Carbylamin-Hamoglobin 


(CH,NC), FeCO 


nicht nur Kohlenoxyd, sondern auch Carbylamin abgespalten wird. 


10. Dunkelzerfallskonstante! des Kohlenoxyd - Carbylamin - Himoglobins. 


Wir bezeichnen mit z und 6 die Zerfalls- und Bildungskonstanten 
der Reaktionen 


(CH,NC),FeCO = (CH,NC), Fe + CO 
und mit 3 und 8% die Zerfalls- und Bildungskonstanten der Reaktionen 
(CH,NC),FeCH,NC => (CH,NO), Fe + CH,NC. 


Die Geschwindigkeiten der Reaktionen sind 


— dcKeco 
————_ = 2. Creco — 0. Cc: Cre (1) 
dt Fe ( Fe 
+ dcepecu, No 
= —— = B.ccu,nc- Cre — 3 -CrecH,NC- (2) 


Da das FeCO, das verschwindet, gleich ist dem FeCH,NC, das 
hinzukommt, so sind die Ausdriicke (1) und (2) gleich 


Z.Creco — 0.¢co-Cre = B.CcH,Nc-Cre —3-Crecu,no- (3) 


(3) nach cy, aufgelost, ergibt 


Z.Creco + 3 - CrecH,NC 
Cre = = 3 (4) 


b.cco + B.ccu no 
und (4) in (2) eingesetzt 


+ depecu Ne B .ccu,Ne 
a = —__—_——————— | ° Creco 


dt B .cou,no + 6.¢co 


(5) 


[3 b.¢co | ‘ | 
a aS ee -|*CFeCH3;NC> 
b.cco + B .cCoHNC. 


1 Dies ist eine Weiterentwicklung der mathematischen Theorie, deren 
Grundlagen man in dieser Zeitschr. 202, 202, 1928 findet. 
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Carbylamin-Hamoglobin und photochemische Dissoziation. 49 


Die eckig eingeklammerten Ausdriicke sind fiir konstante CO- 
und CH,NC-Konzentrationen konstant. Wir nennen sie die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion und setzen 

CHagNC ; _ (6) 


~ 


B -CcH3NC + b.cco 
b -Coo 


ee. a, (7 
b.cco + B .ccH,NC . , 





~ 


Je nach den relativen GréBen von b.ceg und ¥. Ccou,Nc Sind 
die Verteilungskonstanten @ und @ gleich z und 3, oder kleiner als z 
und 3. GréBer als z und 3 kénnen sie nach (6) und (7) nie werden. 


Ist 6 . cog klein gegen ¥8 . coy, no, 80 wird 


z=@ (6a) 
b -Coo 
3: B — (7 a) 
~Y -CCHZNC 
Ist B . eon, xc klein gegen b.ccgg, so werden die Verteilungs- 
konstanten 
B ° CCH NC 
b.cco 
3 = @. (7b) 


Im ersten Falle ist @ vom Kohlenoxyddruck unabhangig, @ dem 
Kohlenoxyddruck proportional, und die Summe @ + 9 um so gréBer, 
je gréBer der Kohlenoxyddruck. Im zweiten Falle ist @ unabhangig 
vom Kohlenoxyddruck, @ umgekehrt proportional dem Kohlenoxyd- 
druck, und die Summe @ + 9 kleiner, je gréBer der Kohlenoxyddruck. 


= 0, (6 b) 


Setzen wir (6) und (7) in die Gleichung (5) ein, so kénnen wir 
schreiben 
dCreCHsNC 


a = @.CRrecCO — OCFeCH;NC (8) 


und noch einfacher, indem wir 


CFeCH3NC __ . CFeCO — 
CyFe CrFe 
setzen 
dn 
=a.(l—n)—o.n 9 
r laaaated ( =~» (9) 
dn 
qa e—* e+e} (9a) 


4. 4 
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50 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: 


Im Gleichgewicht, das wir durch n = ng als ,,Dunkel-Gleichgewicht“ 
charakterisieren, ist 

0 = @—na(o + 9) 

@ 
r= — ° (10) 
d ote 
Dividieren wir (9a) durch n — ng, die ,,Entfernung“ vom Dunkel- 

gleichgewicht, so erhalten wir 

dn 

_dt _a—n(a+ @) 


n—Nq n— Nd 


oder, indem wir auf der rechten Seite nz nach (10) durch 








o-oo 
ersetzen ‘ 
dn 
dt o—n(@ 
tes SE ae ies + (1) 
n —Nq @ 
o-+o 


Es ist also die auf die Entfernung vom Dunkelgleichgewicht 
(n — nq) bezogene Reaktionsgeschwindigkeit konstant und gleich der 
Summe @-+ 9. Ist die Verschiebung n —ng positiv, so ist dn/dt 
negativ und umgekehrt. 

Um @-+ @ zu messen, verschieben wir das Gleichgewicht durch 
Bestrahlung, verdunkeln dann und bestimmen die Geschwindigkeit, 
mit der das photochemisch abgespaltene Kohlenoxyd wieder ver- 
schwindet. Ist p der bei Bestrahlung erzeugte Kohlenoxyddruck 
(der gegen den Gesamtdruck an Kohlenoxyd klein sein mu8), so ist 


dn dp 

dt dt 
slain — . 9 
eS 5 (12) 


Eine zweite Beziehung zwischen @ und @ liefert das Dunkel- 
gleichgewicht nz, das wir nach Abschnitt 3 bestimmen. 


@ 


oa-+o 





= nq. (10) 


@ 
So haben wir @-+ @ und — und kénnen @ und @ berechnen. 
@ 


Q 


Wir haben @ und @ bei verschiedenen Kohlenoxyddrucken bestimmt. 
Das Ergebnis ist in Tabelle VI zusammengestellt. Die z-Werte der 
Tabelle sind dem Abschnitt 3 entnommen, die R-Werte dem Protokoll 5. 
In den beiden letzten Spalten findet man die aus ng und R berechneten 
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Carbylamin-Haémoglobin und photochemische Dissoziation. 51 


Werte von @ und @. Wie man sieht, bleibt @ nahezu konstant, wenn 

man den Kohlenoxyddruck um das Fiinffache andert, wahrend @ nahezu 

proportional dem Kohlenoxyddruck zunimmt. Es ist also die Be- 
dingung der Gleichungen (6a) und (7a) nahezu erfillt, und es ist 

wo = z= 0,029. (6a) 

Bei 10° und im Dunkeln zerfallen pro Minute rund 3 %, des Kohlen- 

oxyd-Carbylamin-Hamoglobins in Kohlenoxyd und Carbylamin-Hamo- 





globin. 
Tabelle VI. 10°. Carbylaminkonzentration 1/1normal. 
Kohlenoxyddruck = ad R=o+e o o 
Atmosphiren . o+@ 1/Min. 1/Min. 1/Min. 
0,198 0,20 0,15 0,031 0,119 
0,483 0,09 | 0,33 0,030 0,30 
0,970 0,05 | 0,51 0,026 | 0,484 


@ ist die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion, in der Carbyl- 
amin das Kohlenoxyd verdrangt, z ist die Geschwindigkeitskonstante 
der Reaktion, in der Kohlenoxyd-Carbylamin-Hamoglobin in Kohlen- 
oxyd und Carbylamin-Hamoglobin zerfallt. o = z heiBt, daB die 
Geschwindigkeit der Verdrangung gleich ist der Geschwindigkeit, mit 
der die Kohlenoxydverbindung zerfillt. Dies gilt sowohl fiir den 
Dunkelzerfall als auch fiir den photochemischen Zerfall der Kohlenoxyd- 
verbindung. Mit man also, wie in den Abschnitten 7, 8 und 9 das pro 
Kalorie absorbierter Strahlung verdrdngte Kohlenoxyd, so hat man damit 
das pro Kalorie absorbierter Strahlung abgespaltene Kohlenoxyd. Ware 
dagegen @ kleiner als z, was nach (6) und (7) theoretisch durchaus méglich 
ist, so ware g bei der photochemischen Verdrdngung @/zmal kleiner 
als g bei der photochemischen Spaltung der Kohlenoxydverbindung. 


11. Definition und Bestimmung der Lichtempfindlichkeit. 
Dissoziiert eine Eisencarbonylverbindung nach der Gleichung 
FeCO — Fe + CO, 


(Re 


so ist das Dunkelgleichgewicht!, wenn n = ——, 
Cy Fe 
N Z 
dana = ‘Coo= | (13) 
und das Gleichgewicht bei Bestrahlung 
Mn 2h 
K, = —— ‘Cco=t: 4 
h en cco b (14) 





1 0.Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; ins- 
besondere Gleichung (60). 


4* 








52 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: 


Aus (13) und (14) folgt 


K,—Ka__ IK 2a 


; (15) 


Ka Ka Za 


aS 


, 


z’ ist die photochemische Zerfallskonstante fiir die Lichtintensitat i. 
Dividieren wir beide Seiten von (15) durch die Lichtintensitiét 7, die 
innerhalb der Lésung als konstant betrachtet werde (kleine Schicht- 
dicken!), so erhalten wir 


iN 
> 


| >] & 


ie ax (16) 


yy 
& 
R 
& 


Fiir die photochemische Zerfallskonstante z’ liefert die Quantentheorie 
die Beziehung! 

ip » 

z= o—__, 1 

Pp Nyhv (17) 

wo f der Lichtabsorptionskoeffizient der Kohlenoxydverbindung 
ist, N,hv die Energie von einem Mol Quanten und 
die Mole Kohlenoxyd bedeutet, die aus der Kohlenoxyd- 
verbindung abgespalten werden, wenn sie ein Mol Quanten ab- 
sorbiert. 


Lésen wir (17) nach 2’/t auf und setzen 2’/i in (16) ein, so 
erhalten wir 


4K B 
i PN gh sa 
Ka 2d 
AK 
4 ist die prozentische Verschiebung der Gleichgewichts- 
Ka 


konstanten, die Licht von der Intensitaét 1 hervorbringt. Fiir eine 
gegebene Frequenz ist dieser Ausdruck, den wir die ,,Lichtempfind- 
lichkeit‘‘ fiir die Frequenz v nennen, im wesentlichen bestimmt durch 
zwei Eigenschaften des Molekiils, seinen Lichtabsorptionskoeffizienten 
und seine Dunkelzerfallskonstante. Von dem Kohlenoxyddruck ist 


AK 


t unabhangig. 


10. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; ins- 
besondere Gleichung (60). 
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Carbylamin-Hamoglobin und photochemische Dissoziation. 53 


Haben wir keine einfache Dissoziation, sondern eine Verdrangungs- 
reaktion, wie 
FeCO + O, = FeO, + CO 
oder 


FeCO + CH,NC = FeCH,NC +- CO, 


so ist das Dunkelgleichgewicht 





n cco zq B 
K ee a — «= — - — 19 
a &, b Zz (19) 
oder 
n Coco 2d B 
K — i... CC = —_— se 20 
4 1—1a connec 6 3’ i 


wo B und Z oder 8 und 3 die Geschwindigkeitskonstanten der Fe Q,- 
Bildung und des FeO,-Zerfalls oder der FeCH,NC-Bildung und des 
FeCH,NC-Zerfalls sind. 

Zerfallt bei Bestrahlung nur die Kohlenoxydverbindung, so sind 
die Gleichgewichte bei Bestrahlung 





, Np CCO z, B 
K ———- ——= 9 = —_—_— — . — 91 
1 — Np COs b Z ) 
oder 
Np CcO z, B 
K, = = fa eee 22 
1—m, CcH,NC b 3 (22) 
MK 
und bilden wir wieder aA , so erhalten wir in beiden Fallen 
Kg 
AK 2 
4 a 
—- = — 23 
Ka 2a , ( ) 


also einen Ausdruck, der identisch ist mit (16), und in dem wir wie 
in (16) z’/i durch (17) ersetzen kénnen 


AK Bo 
t _ ? Nhv 0) 
Kq 2d 


Experimentell bedeutet dies: Liegt eine einfache Dissoziation 
vor und ist der Dissoziationsgrad im Dunkeln ng, so steigt bei Bestrahlung 
der Dissoziationsgrad auf den durch (18) bestimmten Wert n,. Liegt 
eine Verdrangungsreaktion vor, und ist der Verdrangungsgrad im 





54 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian: 


Dunkeln wieder ng, so steigt bei Bestrahlung der Verdrangungsgrad 
auf den gleichen n,-Wert, wie bei der einfachen Dissoziation. 


Es sei hervorgehoben, das gm der Gleichung (24) identisch ist mit 
der Gleichung (18). Denn auch @ der Gleichung (24) sind die pro 
Kalorie absorbierter Strahlung gespaltenen Mole FeCO, eine GroéBe, 
die nach Abschnitt 11 nicht allgemein gleich ist der pro Kalorie ab- 
sorbierter Strahlung verdrdngten Mole CO. 


AK 
Die Lichtempfindlichkeit ¢~ wird bestimmt, indem man den 
Ka 
Dissoziationsgrad oder Verdrangungsgrad der Kohlenoxydverbindung 
im Dunkeln (nz) und bei Bestrahlung (n,) miBt, und nz/1 —n, und 
n,/1 —m, berechnet (vgl. die Gleichungen (13), (14) usw.). 


n liegt immer zwischen 0 und 1. Sind ng oder n, nahezu 1, so werden 
die Quotienten 7/1 —n schr ungenau. Bei der Bestimmung der Licht- 
empfindlichkeit sind die Konzentrationen (des Kohlenoxyds oder des 
Sauerstoffs oder des Carbylamins) so zu wihlen, daB nz etwa gleich 
0.2 ist; und es ist die Intensitét der Bestrahlung so zu wihlen, dai 
n, nicht iiber 0,8 steigt. Man geht mit anderen Worten von einem 
Dunkelzustand merklicher Dissoziation oder Verdrangung aus und 
bestrahlt mit einer Intensitaét, die nicht vollstandig dissoziiert oder 
verdrangt. Geht man dagegen von sehr kleinen ng-Werten aus und 
belichtet, so ist auch m, unter sonst gleichen Bedingungen sehr klein. 

AK 
Dann findet man — selbst bei groBer Lichtempfindlichkeit i — 

Ka 
keinen Effekt der Bestrahlung. 

In Abschnitt 9 dieser Arbeit ist ein Versuch mitgeteilt, der alle 
Daten zur Berechnung der Lichtempfindlichkeit des Kohlenoxyd- 
Carbylamin-Hamoglobins enthalt. 


Dort war 
Nq = 0,05 


bei der Kohlenoxydkonzentration 
Cco = 1,08 . 10-% Mole/Liter 
und der Carbylaminkonzentration 


Ccou,nc == 1000. 10-* Mole/Liter, 





Kas —t.; Tw tt. we 


1—%q CcoH;NC 
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cal 
Bei Bestrahlung mit 4 578 wy der Intensitaét i = 1,71 . 10—* 


war 2, = 0,28. qem X Min. 


n Co 
K, = : . ° = 42. 10-5, 
1—M”, CoH,NC 


K, — Ka = 4K = 36. 10-4, 








K 
ma — 0,21, 
a 
1aK 10° 
a 0,21 
= . — 3700, 
Ka 2 578 wu 5.67 190-5 7 


d.h., bestrahlen wir Kohlenoxyd-Carbylamin-Hamoglobin bei 10° 
mit Licht der Wellenlange 578 yu von der Intensitit 1 cal/qem Minuten 
(GréB8enordnung der Solarkonstanten), so steigt der Wert der Ver- 
teilungskonstanten K auf das 3700fache des Dunkelwertes. 


12. Berechnung 
der Lichtempfindlichkeit aus der Dunkelzerfallskonstanten. 


Bestimmt man die Lichtempfindlichkeit des Kohlenoxyd-Carbyl- 
amin-Haimoglobins durch Messung von K,, 4K und i, so findet man 
nach dem vorhergehenden Abschnitt 


AK 


= 3700. 





v 
Ka 


Es ist aber auch nach Gleichung (24), Abschnitt 11 


4K g-B 
i No hv 
So . (24) 


Die auf der rechten Seite dieser Gleichung stehenden 
GréBen sind: 
' ] 
zq bei 10° nach Abschnitt 10: 0,029 [az | 
Minuten 
Mole CO 


. wy fe . 4 ‘ 4 ° on "i = 
g nach Abschnitt 7 fiir die Wellenlange 578 wy: 0,25 [wzare Quanten 
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B nach Abschnitt 7 fiir die Wellenlinge 578 uy: 


0,20 . 108 | 


qem 
Grammatome Fe }’ 


N hy fiir die Wellenlange 578 yu: 4,91 . 104, 


woraus nach (24) folgt 


( 10° 0,25 . 0,20 . 108 
+ 4,91. 104 

= ——___— == $500. 
Ka 2578 uy 0,029 : 


Wir finden also bei der Berechnung der Lichtempfindlichkeit 
aus g, B und z, den Wert 3500, bei der direkten Bestimmung 3700, 
eine Ubereinstimmung, die sowohl fiir die Messungen als auch fiir 
die zugrundeliegende mathematische Theorie spricht. 


13. Lichtempfindlichkeit des Carbylamin-Himoglobins 2? 


Wenn zwei Stoffe um das Hiamoglobineisen konkurrieren und 
beide bei Bestrahlung von dem Eisen abgespalten werden, so sind 
die Gleichgewichtsbedingungen komplizierter als die in Abschnitt 11 
abgeleiteten. Wird beispielsweise auch Carbylamin aus Carbylamin- 
Hamoglobin bei Bestrahlung abgespalten, so hat man in dem System 


(CH,NC), FeCO+ CH,NC = (CH,NC), FeCH,NC + CO 
- - 


zwei lichtempfindliche Bindungen (++). 
Das Dunkelgleichgewicht ist wie (20) 


2d B 
ag oe sae 5 
ae i (25) 
Das Bestrahlungsgleichgewicht ist anders als (22) 
—_. 2 
Ky = 3-5 (26) 
und die prozentische Verschiebung der Verteilungskonstanten 

AK _ %3a—2aBn (27) 


Ka asi Za Br 


Es folgt aber aus Abschnitt 10, daB 3, groB ist gegen z,, so daB 
wir selbst fiir sehr gro8e Lichtintensitaten setzen diirfen? 


Br — 3a- 


1 Wobei der Zuwachs von 3 und z beim Belichten als gleich zu denken ist. 
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(26) 


(27) 


daB 
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Dann geht (27) wieder iiber in 


4K 2h — 2a 
Ka Za 


und die Lichtempfindlichkeit ist 





AK 9 B 
t+  Nohv 
eS se 


identisch mit (24). Insbesondere ist gq der Gleichung (28) 
identisch mit g der Gleichung (24). Denn ob Carbylamin aus 
Carbylamin-Hamoglobin photochemisch abgespalten wird, ist fiir 
die photochemischen Vorginge in der Kohlenoxydverbindung gleich- 
giltig. 

Anders jedoch liegt es, wenn Carbylamin auch aus der Kohlen- 
oxydverbindung photochemisch abgespalten wird, wenn man also 
in der Kohlenoxydverbindung die beiden photochemischen Reaktionen 


+ hat 
(CH,NC),FeCO — (CH,NC),_,; Fe + CH;,NC + CO. 


Nehmen wir auch fiir dieses Carbylamin, das neben dem Kohlen- 
oxyd an Hamoglobin gebunden ist, an 


3a groB gegen 2g Bn = Ba, 


so ist zwar wieder 


Ky “d 
4K 9h 
é oh 4 ore 
= 29 
Ka zd ( 


aber g dieser Gleichung ist kleiner als g der Gleichung (18b). Denn 
Quanten, die aus der Kohlenoxydverbindung Carbylamin abspalten, 
gehen fiir die Kohlenoxydabspaltung verloren. Dies ist vielleicht 
die Erklarung dafiir, da& man bei Bestrahlung des Kohlenoxyd- 
Carbylamin-Hamoglobins zwar  dieselben einfachen Dissoziations- 
gesetze findet, wie bei Bestrahlung einfacher Eisencarbonylver- 
bindungen, aber eine kleinere spezifische Lichtwirkung q. 
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Protokoll 4. 
Lichtelektrische Messung der Lichtabsorption durch eine Lésung von 
Kohlenoxyd-Hamoglobin der Konzentration c und der Schichtdicke d. 


Kohlenoxyd-Hamoglobin (aus kristallisiertem Pferdeblut-Oxyhamoglobin) 
in n/10 Borat. pg 9,5. 








; c B 
. Grammatome Fe d to 1 1 , ip 
Renate i = -In 
eem 


250 1,61. 


10-8 


em 


. 10° 


1,04 2,92 
260 1,61. 10-8 1,04 3,42 0,74 . 108 
270 1,61.10-* 1,04 4,16 0,86 . 10° 
280 1,61. 10-8 1,04 3,94 0,82 . 108 
290 1,61. 10-8 1,04 3,11 0,68 . 108 
300 1,61. 10-8 1,04 1,93 0,40 . 10° 
310 16,1 .10-8 0,59 36,4 0,38 . 108 
320 1,61. 10-8 1,04 2.25 0,48. 108 
330 1,61. 10-8 1,04 2.79 0,62 . 108 
340 1,61. 10-8 1,04 3,39 0,74. 10° 
350 1,61. 10-8 1,04 3,42 0,74 . 108 
369 1,61. 10-8 1,04 2,86 0,63 . 108 
370 1,61. 10-8 1,04 2,45 0,54. 108 
380 1,61. 10-8 1,04 2,27 0,49. 108 
390 1,61. 10-8 0,54 1,99 0,79 . 108 
400 1,61 .10-% 0,54 2.98 1,25. 108 
410 1,61. 10-8 0,54 5,83 2,02 . 108 
415 0,81. 10-8 0,615 5,80 3,54. 108 
420 0,81 . 10-8 0,615 11,1 4,84. 108 
425 0,81 . 10-8 0,615 7,69 4,09 . 19° 
430 0,81. 10-8 0,615 2.86 2,11. 108 
440 1,61. 10-8 1,04 2,35 0,51 . 108 
450 16,1 .10-8 0,59 16,65 0,30. 10° 
460 16,1 .10-8 0,59 8,42 0,22 . 10° 
470 16,1 .10-8 0,59 6,11 0,19 . 108 
489 16,1 .10-8 0,59 4,94 0,17 . 108 
490 16,1 .10-8 0,59 4,47 0,16 . 108 
500 16,1 . 10-8 0,59 4,37 0,15 . 108 
510 16,1 .10-8 0,59 4,70 0,16 . 10° 
520 16,1 . 10-8 0,59 7,14 0,21. 10° 
530 16,1 .10-8 0,59 17,4 0,30. 10° 
540 1,61. 10-8 1,04 1,85 0,37 . 108 
550 1,61. 10-8 1,04 1,74 0,33 . 108 
560 1,61. 10-8 1,04 1,68 0,31. 108 
570 1,61. 10-8 0,54 1,39 0,38 . 10° 
580 16,1 .10-8 1,12 14,3 0,28 . 10° 
590 16,1 .19-8 1,12 2.75 0,11. 108 
600 16,1 . 10-8 1,12 2,36 0,05. 10° 
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Protokoll 5. 


Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten R der Riick- 
reaktion. Zur Bestimmung von R diente dasselbe Gefi8 und 
auch sonst dieselbe Anordnung, wie zur Bestimmung von @ in den 
Abschnitten 7, 8 und 9. Die Tourenzah] der Rotation des Versuchs- 
gefaBes betrug wie bei der g-Bestimmung 360 bis 540 pro Minute. 
Bei Variation der Tourenzahl anderte sich, was wichtig ist, der R-Wert 
nicht. 


Wir gingen immer vom Dunkelgleichgewicht aus und bestrahlten 
(mit einer nicht gemessenen Lichtintensitaét), bis der Kohlenoxyd- 
druck um einen passenden Betrag p gestiegen war. p war von 
der Gr68enordnung 10mm Brodie, der Gesamtdruck an Kohlen- 
oxyd in dem VersuchsgefaB 2000 bis 10000mm Brodie. p war 
also immer klein gegen den Gesamtdruck an Kohlenoxyd, so dai 
der CO-Druck wahrend der Riickreaktion als konstant betrachtet 
werden konnte. 


Nach dem Bestrahlen wurde verdunkelt und die Geschwindigkeit 
gemessen, mit der p im Dunkeln verschwand. Sank der Druck p in 
der Zeit Ji von p auf p,, so war 


—4p 
ar... ne. 
p 4t PW 


Die Messungen sind in Tabelle VII zusammengestellt. 





Tabelle VII (zu Protokoll 5). 





0.160 amm. 


Manometerkapillare 


der 


Querschnitt 


96.7 ccm. 


ASTAIITN 


G 


96 4oeem. 
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Uber das Absorptionsspektrum des Atmungsferments. 
Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Hingegangen am 2. September 1929.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Zu den sechs Wellenlangen, fiir die die Absorptionskoeffizienten 
des Atmungsferments bestimmt worden sind!, haben wir neun Wellen- 





Tabelle I. 
Absoluter Absorptions- 
koeffizient der Kohlen- 
— Lichtquelle samy od ” 
qem 

uu i] Grammatome Eisen 
at I ™ 
254 Quecksilberlam pe 0,69 . 108 
265 " 0,83 . 108 
283 Magnesiumfunke 2,0 .108 
300 Quecksilberlam pe | 0,65 . 108 
313 | ‘ 0,65 . 10° 
332 Zinkfunke 0,61 . 108 
366 | Quecksilberlam pe 0,51 . 108 
405 || ° | 0,89 . 108 
427 Kohlensaureaureole der Funkenstrecke | 28 .108 
436 Quecksilberlampe | 3,6 .108 
448 || Magnesiumfunke 13 .10 
492 | Quecksilberlampe | 0,13 . 108 
546 . 0,25 .10° 
578 ” | 0,31 .10° 
603 Kohlebogen, Kohlen mit Calciumfluorid 

I impragniert 0,086 . 10° 

10, Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 
204, 495, 1929. 
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langen hinzugefiigt. Das untersuchte Spektralgebiet beginnt nunmehr 
mit der ultravioletten Linie 254 wy und reicht bis zu der gelbroten 
Linie 603 uu. In Abb. 1 ist das absolute Absorptionsspektrum der 
Kohlenoxydverbindung des Ferments graphisch dargestellt. Tabelle I 
enthalt die Zahlenwerte der Absorptionskoeffizienten. 
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Abb. 1. 


Absolutes Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments. 
TT } g 


° ° © — qem 
Dimension des Absorptionskoeffizienten | ——— d ——]- 
Grammatome Fe 


Die Methode zur Bestimmung des Fermentspektrums ist im Prinzip 
dieselbe geblieben, aber verbessert worden. Mit der verbesserten 
Methode haben wir den absoluten Absorptionskoeffizienten fiir die 
Wellenlinge 436 yy neu bestimmt und in guter Ubereinstimmung mit 


qem 


den ersten Bestimmungen gleich 3,6 . 108 | | gefunden, 


Grammatome Fe 
was anschaulich ausgedriickt bedeutet: Denken wir uns eine in bezug 
auf Fermenteisen molare Fermentlésung hergestellt, so wiirde eine 
Schicht von 2 milliontel Zentimeter dieser Lésung Licht der Wellen- 
lange 436 ws auf die Halfte schwachen. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 
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Wir beschreiben zunachst in den Abschnitten 1 und 2 den Ausbau 
der biologischen und physikalischen Methoden, insbesondere die 
physikalischen Hilfsmittel, mit denen es méglich gewesen ist, die 
15 Wellenlangen in hinreichender Reinheit und Intensitat zu isolieren. 
Die Abschnitte 3 bis 5 enthalten die Anwendungen der Methoden und 
den Ausbau der mathematischen Theorie, nach der die relativen und 
absoluten Absorptionskoeffizienten des Ferments zu berechnen sind. 


SchlieBlich beschreiben wir in den Abschnitten 6 und 7 eine licht- 
elektrische Methode zur Bestimmung der vollstaéndigen absoluten 
Absorptionsspektren von Eisenporphyrinverbindungen fiir ein Spektral- 
gebiet zwischen 250 und 600 wu. Das umstiandliche photographische 


«10° 
32 


30 
28t— 
26r 
24— 
22t 
20 





+o 
+ 
| 
| 
rT 





~_ 
& 





~ 
D 








~ 
* 





% 


~~ A 
S 


S 
& 





S 
D 











—>D 
S 
= 


S 
%S 














eee hil 
ya) 270 290 310 330 350 370 390 ¥70 430 ¥50 ¥70 ¥90 510 530 550 570 590 610 
—— > Wellenlange( AL) 


Abb. 2. 


Absolutes Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Protohiim in wiisseriger 
Cysteinlésung. Dimension des Absorptionskoeffizienten wie in Abb. 1. 


Verfahren wird vermieden. Wegen der grofBen Empfindlichkeit der 
lichtelektrischen Zelle kann man mit kontinuierlichen Lichtquellen, 
prismatischer Zerlegung und sehr engen Spalten arbeiten und erhalt 
so die fortlaufenden absoluten Absorptionsspektren fiir aufeinander- 
folgende Spektralbereiche von ungefaihr 2p. Die in den Abb. 2 
und 3 dargestellten Spektren des Kohlenoxyd-Protoham sind so ge- 
messen worden. Weder diese Spektren, noch irgendein anderes bisher 
gemessenes Eisenporphyrin-Spektrum stimmt vollstandig mit dem 
Fermentspektrum tberein. 
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Abb. 3. 


Absolutes Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Protohim 
in methyl-alkoholischer Cysteinlisung. 
Dimension des Absorptionskoeffizienten wie in Abb. 1. 


Inhaltsiibersicht. 


1. Messung der photochemischen Wirkung. 

2. Lichtquellen und Isolierung der Wellenlangen. 

3. Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxydverbindung des Ferments. 

4. Dunkelzerfallsgeschwindigkeit, Lichtempfindlichkeit und absoluter 
Absorptionskoeffizient. 

5. Absolutes Absorptionsspektrum des Ferments. 

6. Lichtelektrische Messung der absoluten Absorptionsspektren. 

7. Absolutes Absorptionsspektrum des Kohlenoxyd-Protohaim. 

8. Protokolle. 


1. Messung der Lichtwirkung. 


Das Versuchsmaterial waren Hefezellen (Torula utilis), in Rein- 
kultur auf Agar geziichtet. Ihre Atmung wurde durch Kohlenoxyd 
gehemmt und im Dunkeln und bei Bestrahlung gemessen. Zur Atmungs- 


o* 
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messung diente ein Quarztrog nach Abb. 4. Er wurde mit dem Diffe- 
rentialmanometer verbunden und im Thermostaten um seine vertikale 
Achse bewegt (Abb. 5). Die Rotationsfrequenz war 540 pro Minute, 
die Zellsuspension stieg dabei an den GefaSwanden hoch und rotierte 


Abb. 4. 
Versuchstrog aus Quarz. 
S: 2cem Zellsuspension. 
E: Einsatz mit 0,2 ecm 

5 °/giger Kalilauge. 


5 
4 


an den Wanden in diinnen Lamellen. Die von der Atmung her- 


ribrenden Druckaénderungen wurden wéhrend der Rotation mit dem 
Kathetometer abgelesen. 


Bestrahlt wurde wie aus Abb. 5 ersichtlich. Die Intensitét der 


Strahlung an der Eintrittsstelle in den Quarztrog wurde gemessen, 
indem an die Stelle des Troges eine Blende bekannter Offnung gebracht 























8B 
Abb. 5. 
Messung der Lichtwirkung. 
k: Ablesekathetometer. D: Differentialmanometer. 
E: Exzenterscheibe. V: Versuchstrog aus Quarz. 
T: Thermostat aus Messingblech mit Quarzfenster. J: Wirmeisolation aus Filz. 


Q: Quecksilberdampflampe. B: Blenden. F: Lichtfilter. 


und das die Blende passierende Licht bolometriert wurde. Oder es 
wurde die gesamte in den Thermostaten eintretende Strahlung bolo- 
metriert und der Querschnitt des Strahlenkegels an der Stelle des 
Quarztroges ausgemessen. Die Gesamtintensitaét, dividiert durch den 
Querschnitt des Strahlenkegels, ergab die auf die Flacheneinheit 
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fallende Lichtintensitét. Hierbei war auf gleichmafige Verteilung 
der Lichtintensitaét in der Flaiche zu achten (zu priifen durch Bolo- 
metrierung verschiedener Bezirke der Flache). 


2. Lichtquellen und Isolierung der Wellenlingen. 


Als Lichtquellen dienten die Quecksilberdampflampe, die Funken- 
strecke und der Kohlebogen. 


Die Funkenstrecke (mit Kapazitaét und Selbstinduktion) war von 
Dr. Hans Boas gebaut!. Die Kapazitit betrug 83000 wu F, die Selbst- 
induktion 1,4.10~* Henry. Die Wellenlange der stark gedaimpften 
Entladungsschwingung war 600m, die Dauer einer Entladungs- 
schwingung also !/; 59999 Sekunde. Die Funkenstrecke wurde mit einem 
gleichfalls von Dr. Hans Boas gebauten Resonanztransformator be- 
trieben, durch dessen Primarspule der Wechselstrom der Lichtleitung 
(220 Volt 50 Wechsel pro Sekunde) mit einer Starke von 3 bis 
6 Amp. floB. 


Das Licht der Funkenstrecke ist diskontinuierlich. In Abstaénden 
von !/,) Sekunde erfolgen die Entladungen von */;99 999 Sekunde Dauer. 
Die Hauptintensitat liefert die erste Entladung. Die Theorie der inter- 
mittierenden Bestrahlung (vgl. SchluB dieses Abschnitts) ergibt fiir 
diesen Fall keine Wirkung der Diskontinuitaét der Lichtquelle. 


Als Elektroden benutzten wir Wolfram-, Magnesium- und 
Zinkelektroden. Magnesium- und Zinkelektroden brennen, wenn man 
den Funken in Luft iibergehen ]48t, sc schnell ab, daB man keine 
geniigende Konstanz der Strahlung erhalt. Wir fanden, da man 
das Abbrennen der Elektroden weitgehend verhindern kann, wenn 
man die Funkenstrecke mit Argon oder Stickstoff (der nur Spuren 
von Sauerstoff enthalten darf) anblist. Im Laufe eines Versuchs, 
der eine halbe Stunde dauerte, muBten dann die Elektroden nur wenig 
nachgestellt werden, und wir erhielten eine hinreichend konstante 


Strahlung. 


Der Kohlebogen wurde mit Gleichstrom von 8 bis 10 Ampere 
betrieben. Die Anodenkohle enthielt einen Kanal, der mit 
Salzen gefiillt war?, die Kathodenkohle war gewoéhnliche (,,neutrale*‘) 
Kohle. Die Kohlen waren so montiert, daf direktes Licht von den 
Kratern der Kohlen nicht in die Optik kam, sondern nur Licht von dem 
leuchtenden Bogen. Um die Strahlung konstant zu halten, wurden 


1 H. Boas, Fabr. elektr. Maschinen, Berlin, KrautstraBe. 
2 |.Effektkohle* der Gebr. Siemens, Planiawerk, Berlin-Lichtenberg. 
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die Kohlen auf einen Schirm projiziert und ihr Abstand wahrend 
des Versuchs durch Handregulierung konstant gehalten. Zur Messung 
der Strahlung wurde in den Strahlengang eine Glasplatte gebracht. 
die einen bekannten Bruchteil der Strahlung (11°) in das Bolo- 
meter schickte. So konnte die auf das VersuchsgefiB fallende 
Intensitat wiihrend des Versuchs bolometriert werden. Der Kohle- 
bogen — mit salzgefillter Effektkohle — bietet viele Méglich- 
keiten, Wellenlangen des sichtbaren Gebiets rein und intensiv zu 
erhalten, waihrend das Hauptanwendungsgebiet der Funkenstrecke 
das Ultraviolett ist. 


Da bei unseren Versuchen jede Wellenlinge mit der Bezugs- 
wellenlange, der blauen Quecksilberlinie 436 wu, zu vergleichen 
war, so waren im allgemeinen zwei Lichtquellen notwendig, eine 
Quecksilberlampe, die die Bezugswellenlinge lieferte, und eine 
zweite Lichtquelle — Quecksilberlampe oder Funkenstrecke oder 
Kohlebogen — die die zu _ priifende Wellenlinge lieferte. Die 
wichtigsten optischen Anordnungen sind in den Abb. 6, 7 und 8 
wiedergegeben. 





Abb. 6. 


Anordnung zur Messung der photochemischen Wirkung der Quecksilberlinie 436 uu und 
ultravioletter Linien der Quecksilberlampe. 


Q: Quecksuverdampflampe rur die ultravioleite Strahlung. Die Lampe steht vertikal, 
d.h. parallel zum Eintrittsspalt des Monochromators. 
Q’: Quecksilberdampflampe fiir 4436 uu. M: Quarzmonochromator zur Isolierung 
der ultravioletten Linien. F: Lichtfilter. B: Blenden. L: Quarzlinse. 
L’': Glaslinse. G: Glasspiegel mit Silberbelag, nur fiir die sichtbare Strahlung. 
T: Thermostat aus Messingblech. J: Wirmeisolation aus Filz. 
Vv: Versuchs- und Kontrolltrog. D: Differentialmanometer. K: Ablesekathetometer. 
R: Riihrer. Th: Beckmannthermometer. 
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Abb. 7. 


Anordnung zur Messung der photochemischen Wirkung der Quecksilberlinie 436 uu und 
uitravioletter Linien der Funkenstrecke. 
K: Ablesekathetometer. D: Differentialmanometer. V: Versuchs- und Kontrolltrog. 
T: Thermostat aus Messingblech. J: Wirmeisolation aus Filz. R: Riihrer. 
Th: Beckmannthermometer. Q: Quecksilberdampflampe. Fk: Funkenstrecke. 
B: Blenden. L: Linsen. F: Lichtfilter. 
G: Glasspiegel mit Silberbelag, nur fiir die Strahlung der Quecksilberlampe. 
M: Quarzmonochromator. S: Schirm, um den Abstand der Funkenelektroden zu beobachten. 





Abb. 8. 


Anordnung zur Messung der photochemischen Wirkung der Quecksilberlinie 436 wu und 
sichtbarer Linien der Funkenstrecke. 
K: Ablesekathetometer. D: Differentialmanometer. V: Versuchs- und Kontrolltrog. 
T: Thermostat aus Messingblech. J: Wirmeisolation aus Filz. R: Riihrer. 

Th: Beckmannthermometer. Q: Quecksilberdampflampe. B: Blenden. L: Linsen. 
F: Lichtfilter. G: Glasspiegel mit Silberbelag, nur fiir die Strahlung der Quecksilberlampe. 
Sp: Spalt. P: 60°-Flintglasprisma. Fk: Funkenstrecke. 

S: Schirm, um den Abstand der Funkenelektroden zu beobachten. 





72 


O. Warburg u. E. Negelein: 


Die Isolierung der Wellenlangen geschah im Ultraviolett durch 
Zerlegung der Strahlung mit Quarzoptik, im sichtbaren Gebiet durch 
Farbfilter oder durch Kombination von prismatischer Zerlegung mit 


Farbfiltern. 


Wir geben im folgenden ein Verzeichnis der Isolierungs- 


methoden, das durch die Abb. 6, 7 und 8 erginzt wird. 


254 wy: 
265 up: 
283 yp: 
300 wy: 
313 up: 
332 up: 


366 uy: 


405 pp: 


27 py: 


436 wp: 


Quecksilberlampe, Quarzmonochromator (Abb. 6). 
Quecksilberlampe, Quarzmonochromator (Abb. 6). 
Magnesiumfunke in Argon oder Stickstoff. Zerlegung 
durch Quarzmonochromator (Abb. 7). 

Wie 254 up. 

Wie 254 uy. 

Zinkfunke in Argon oder Stickstoff. Zerlegung durch 
Quarzmonochromator (Abb. 7). 


Quecksilberlampe. Filter: 
3% CuSO,5H,O. 3cm Tiefe. 
0,22 em Schwarzglas der Sendlinger Optischen Werke, 
Berlin-Zehlendorf. 


Quecksilberlampe. Filter: 
Kupfersulfat wie bei 366 ju. 
5mg Diamantfuchsin in 100 ccm Wasser. 2 cm Tiefe. 
Kupferoxyd-Ammoniak in 2cm Tiefe (m/10 CuSO, 
mit n NH, bis zur vollstandigen Lésung des Nieder- 
schlages versetzt). 
Wolframfunke, mit Kohlenséiure angeblasen. Die Linie 
wird von der leuchtenden Kohlensaureaureole emittiert. 
Zerlegung durch Flintglasprisma nach Abb. 8, Reinigung 
durch folgende Filter: 
2g Chininhydrochlorid + 6cemn HCl, mit Wasser 
auf 100 ccm. 1 cm Tiefe. 
1,25 mg Diamantfuchsin in 100ccm Wasser. 1 cm 
Tiefe. 
18g Praseodym-Ammoniumnitrat + 82ccm Wasser. 


lem Tiefe. 


Quecksilberlampe. Filter: 
Chinin wie bei 427 py. 
Kupfersulfat wie bei 366 wy. 
3 mg Séurerhodamin in 100 ccm Wasser. 1 cm Tiefe. 


Kupferoxyd-Ammoniak wie bei 405 wy. 
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448 wu: Magnesiumfunke in Argon oder Stickstoff. Zerlegung 
durch Flintglasprisma nach Abb. 8. Reinigung durch 
Filter: 
Chinin wie bei 427 py. 
9mg Patentblau in 100ccm Wasser. lcm Tiefe. 
Kupferoxyd-Ammoniak wie bei 405 wy. 
492 wu: Quecksilberlampe. Filter: 
Chinin wie bei 427 up. 
Kupfersulfat wie bei 366 wy. 
60mg Guinea-Griin,,B extra Agfa‘ in 100ccm 
Wasser. 1] cm Tiefe. 
546 wu: Quecksilberlampe. Filter: 
Chinin wie bei 427 wy. 
Kupfersulfat wie bei 366 jw. 
20mg Tartrazin in 100ccm Wasser. lcm Tiefe. 
13cm Didymglas von Schott und Genossen, Jena. 
578 wu: Quecksilberlampe. Filter: 
Chinin wie bei 427 uw. 
Kupfersulfat wie bei 366 uy. 
20mg Tartrazin+ 20mg Erythrosin in 100 ccm 
Wasser. lem Tiefe. 
603 wu: Kohlebogen, Anodenkohle mit Calciumfluorid! gefiillt. 
Filter: 
Kupfersulfat wie bei 366 yy. 
Saurerhodamin wie bei 436 wy. 
Tartrazin-Erythrosin wie bei 578 uy. 
Didymglas wie bei 546 wy. 

Anmerkung. Die Frage, ob die Diskontinuitaét der Funkenstrahlung 
von Einflu8 auf die photochemische Wirkung ist, ist nach der Theorie 
der intermittierenden Bestrahlung? kohlenoxydgehemmter Zellen 
folgendermafen zu behandeln: 

Wir gehen aus von den Differentialgleichungen der Verteilung, 
die fiir konstanten Kohlenoxyd- und Sauerstoffdruck lauten: 


dn 
dunkel: —5 Oe iy (1 — n)— 9n, 
dn ; 
hell: di — co, (1 — Nn) — Qn, 


1 ,,Gelbe Effektkohle‘‘ von Gebr. Siemens, Planiawerk, Berlin- 
Lichtenberg. 
2 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 
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wo n der Atmungsrest, 1 —n die Atmungshemmung und @ und @ die 
Geschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion sind. 


In intermittierendem Licht (Hellzeit +t, Dunkelzeit #) andert 
sich im allgemeinen n wahrend der Hellzeit und wahrend der Dunkelzeit. 
Sind aber die Hell- und Dunkelzeiten so klein, da wir setzen kénnen: 


e—(@,+0)t — 1] — (@_, + 0) T; (1) 
e—@g+oF — 1 — (@q + 0) a, (2) 


so stellt sich bei intermittierender Bestrahlung ein n-Wert ein, der 
im Hellen und Dunklen gleich, also in der ganzen Zeit t + 9 konstant 
ist (,,Limes‘‘ » der Theorie!). Die Bedingungen (1) und (2) sind bei 
Bestrahlung mit Funkenlicht erfillt, t+ @ ist gleich der Periode des 
Wechselstroms und von der GréBenordnung 1/399), Minuten. Dann 
mu, da der Zustand stationir ist, in der Zeit t + # ebensoviel Kohlen- 
oxyd zuriickreagieren, als Kohlenoxyd aus dem FeCO in der Hell- 
zeit t und der Dunkelzeit # abgespalten wird: 


a, (1 —n)r+ wg(1 —n)d = o.n.(t + 9). (3) 


Denken wir uns tT variiert, wahrend t -+- @ konstant bleibt, so ist 
der Grenzfall fiir die Variation von Tt 


t—t+ #9, e = 6. 


Dann wire die Strahlung kontinuierlich und statt (3) hatten wir 





o,(1—n).t = 9.n.T, 
a (4) 
1—n 0 


Bei der gedachten Variation von t wird die Lichtintensitat in dem Mae 
kleiner, als t gréBer wird. Denn in der Zeit t -- # wird immer die gleiche 
Energiemenge von der Funkenstrecke ausgestrahlt. Dies ergibt eine 
Beziehung zwischen den photochemischen Zerfallskonstanten in (3) 
und (4) 








, o+t 
@;, — @q = (@, — Wa) _é 
; +t . 
@p, = (@, — Wa) + @a- (5) 


(5) in (3) eingesetzt und (3) nach -% aufgelést, ergibt 


n @), 


l1—n ri) 


1 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 
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identisch mit (4). Lassen wir also eine gegebene Energiemenge in der 
Zeit t + & auffallen, so ist, bei kleinen Werten von t + @, die Licht- 
wirkung die gleiche, wie wir auch die Energie auf die Zeit t+ @ 
verteilen. 


3. Lichtempfindlichkeit! der Kohlenoxydverbindung des Ferments. 


Ist ng der Atmungsrest im Dunkeln und », der Atmungsrest 
bei Bestrahlung, so sind die Verteilungskonstanten Kggyye; UNd Kye 





, Na Pco 
K,= i—- : ’ 
—q Po, 

" Np Pco 
K, = —~.-%. 


1 — Np, Po. 
Die Lichtempfindlichkeit ist 
K,— Ka AK 


i r} 





’ 





Ka Ka 
wo i die Lichtintensitét bedeutet, die bewirkt, da die Verteilungs- 
konstante von Kg auf K, steigt. 
Die Dimension der Lichtempfindlichkeit ist 1/Intensitat. Driicken 
wir « in Grammkalorien/qem X Minuten aus, so erhalten wir die 
Lichtempfindlichkeit in reziproker Gramm-Kalorienintensitat 





AK 
a ix ‘qem Minuten 
Ka || cal |. 
Tabelle Il enthalt eine fortlaufende Versuchsreihe von 20 Ver- 
suchen, in denen Hefe — in einem Gemisch von 4,8 °,, Sauerstoff und 


95,2 °%, Kohlenoxyd — bei 10° mit der Wellenlainge 436 yy bestrahlt 
wurde. Der Atmungsrest im Dunkeln war dabei rund 20 °, (der Atmung 
in Luft) und stieg beim Belichten auf rund 40%. 

Wir haben beobachtet, daB die Lichtempfindlichkeit mit dem 
Alter der Hefekultur schwankt. Die Hefe (Torula utilis) wurde auf 
Bierwiirze-Agar mit 2°, Glucose bei 30° geziichtet, auf Petrischalen 
von 12cm Durchmesser. Nach l5stiindiger Kultur wurden die Zellen 
zur Bestimmung der Lichtempfindlichkeit benutzt. Die Ernte, die 
in der letzten Spalte der Tabelle II verzeichnet ist, hangt ab von der 
GréBe der Aussaat und betrug 12 bis 374cmm Zellen pro Schale. 


1 Die vollstaéndige mathematische Theorie findet man in dieser Zeitschr. 
202. 202, 1928 und weiterentwickelt und in ihren wesentlichsten Teilen ex- 
perimentell bestatigt in der Arbeit iiber Carbylamin-Hamoglobin, diese 
Zeitschr. 214, 26, 1929. 
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Tabelle II. 
Lichtempfindlichkeit bei 10° fiir die Wellenlange 436 wu. Hefe (Torula 
utilis) in 4,8% O,, 95.2% CO. Suspensionsfliissigkeit: m/20 KH,PO,, 


1% Glucose. 








| | IK 
| 4K | = 
\| — | d Ernte 
Nr. || ‘ , K, | “Ka emm Zellen pro 
qem X Minuten | “ Kulturschale 


| [ cal ] | (= xX Minuten 
} cal 


| 18.8. 103 130 


1 | 69. 108 5,0 
2 | 108. 108 52 | 20,8 . 108 374 * 
3 69 . 10° 65 | 10,6 . 108 212 
4 63 . 108 52 | 12,0. 10° 230 
5 70. 108 6,9 10,1. 104 160 
6 59 . 103 6,1 9,7 . 103 98 
7 41. 103 48 8,5. 103 48 * 
8 60. 103 5,4 11 . 108 180 
9 70. 103 5.8 12,1. 10° 56 
10 54. 10° 5,2 10,4. 10° 84 
il 57. 103 5,4 10,5 . 108 68 
12 85. 103 7,0 12 . 108 286 
13 68 . 103 5,6 12,1. 103 143 
14 70. 108 5,1 13,7 . 10° 270 
15 65 . 103 5,2 12,5. 10° 192 
16 37 . 103 5,0 7,4. 103 12 * 
17 67 . 108 73 9.2. 103 174 
18 50. 103 5,0 10 . 10° 127 
19 70. 108 55 12,7. 103 234 
20 147. 10° 44 33,4 . 103 364 * 


Fir die kieinste Ernte (12 cmm) fanden wir eine Lichtempfindlichkeit 
von 7400, bei groBen Ernten (370cmm) eine Lichtempfindlichkeit 
von 20000 bis 33000. Lassen wir die Versuche mit extrem kleinen 
und extrem grofen Ernten (* der Tabelle) beiseite und bilden fiir die 
iibrigen Versuche das Mittel, so war die Lichtempfindlichkeit im 
Mittel 11400. Bestrahlen wir also mit der Lichtintensitat 1 
laemsc ME | so steigt die Verteilungskonstante auf das rund 
10000fache ihres Dunkelwertes. In demselben Verhaltnis wiirde, wie 
in der mathematischen Theorie gezeigt worden ist, die Dissoziations- 
konstante der Reaktion 


FeCO @ Fe + CO 


steigen, die wir fiir das Atmungsferment nicht direkt messen kénnen. 


Was die Schwankungen der Lichtempfindlichkeit anbetrifft, 
so riihren sie her von Unterschieden der Dunkelzerfallsgeschwindigkeit 
der Kohlenoxydverbindung des Ferments. Je langsamer der Dunkel- 
zerfall, um so gréBer ist die Lichtempfindlichkeit. Die Versuche der 
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Tabelle IT lehren also, da die Geschwindigkeit des Dunkelzerfalls 
mit dem Alter der Kultur abnimmt. Im Vergleich zu den Anderungen 
des Dunkelzerfalls, die man experimentell erzeugen kann (Carbylamin 
z. B. setzt die Dunkelzerfallsgeschwindigkeit des Kohlenoxyd-Hamo- 
globins auf mehr als 4/;999 herab) sind die hier beobachteten Schwan- 
kungen klein und rithren vermutlich von ,,Verunreinigungen“ her, 
die sich in den Zellen beim Altern ansammeln. 


Es sei noch bemerkt, da&8 Schwankungen der Lichtempfindlichkeit 
die Bestimmung des relativen und absoluten Absorptionsspektrums 
nicht stéren, wenn man, wie es in dieser Arbeit geschehen ist, zusammen- 
gehérende Messungen mit Zellen derselben Kultur ausfiihrt. 


4. Dunkelzerfallsgeschwindigkeit, 
Lichtempfindlichkeit und absoluter Absorptionskoeffizient. 


Ist zg die Geschwindigkeitskonstante des Dunkelzerfalls, z’ die 
photochemische Zerfallskonstante der FeCO-Gruppe des Ferments, 
so ist die prozentische Zunahme der Verteilungskonstante bei Be- 
strahlung 

f- =e. a) 
Ka 2d 





Dividieren wir beide Seiten der Gleichung (1) durch die Licht- 
intensitat 7, so erhalten wir 


AK z' 


und setzen wir fiir z’/i den aus der Quantentheorie abgeleiteten Wert ein 














z' gp , 
= 3 
N,hv’ @) 
so wird 
AK 9-6 
i N,hv 
> ’ (4) 
Ka Za 
oder mit! » = 1 
ae 
a ; om hv . 
a ©) 


1 D.h. FeCO + lhy = Fe + CO. 
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Hier steht links die Lichtempfindlichkeit fiir die Frequenz », 
rechts der absolute Lichtabsorptionskoeffizient 8, die Dunkelzerfalls. 
konstante zg und N,hy, die Energie von einem Mol Quanten fiir Licht 
der Frequenz v. Wir benutzen die Gleichung, um den absoluten Licht- 
absorptionskoeffizienten aus der Lichtempfindlichkeit und der Dunkel. 
zerfallskonstante zu berechnen. 

Gleichung (5) hat den Vorzug, daB alle in ihr vorkommenden 
GréBen unabhangig von den Drucken des Sauerstoffs und Kohlenoxyds sind, 
Eliminiert man zg durch 

Na 24 


i ‘Na g 





= ’ 
K, Na 


1 — Na 





so erhalt man 





n n \ J 
e=(; ; 7 aera (6) 


— Te 1— nq a 


die frither! zur Berechnung von f benutzte Gleichung. In dieser Gleichung 
kommen drei GréBen vor, die von dem Druck des Sauerstoffs und des 
Kohlenoxyds abhangig sind, naimlich np, nq und e, und Gleichung (6) ist 
nur richtig, wenn n,, Nq und @ bei denselben Gasdrucken bestimmt sind. 
Die Lichtempfindlichkeit erhalten wir nach dem vorhergehenden 
Abschnitt aus dem Atmungsrest im Dunkein und dem Atmungsrest 
bei Bestrahlung mit Licht gemessener Intensitat. Die Dunkelzerfalls- 
konstante zg erhalten wir, wie bei den Versuchen mit Kohlenoxyd- 
Carbylamin-Himoglobin, indem wir (mit nichtgemessener Intensitat) 
bestrahlen, dann verdunkeln und messen, wie schnell die Zellen in den 
Dunkelzustand zuriickkehren. Hier wie dort bestimmen wir die Ge- 
schwindigkeit der Riickreaktion. Doch geniigt hier, aus methodischen 
Griinden, ein Ubergang hell—dunkel nicht, sondern wir miissen die 
Uberginge hell—dunkel haufen, d.h. intermittierend bestrahlen. 


Wir haben in vier Versuchen die Lichtempfindlichkeit fiir die 
Wellenlange 436 wy und auBerdem die Dunkelzerfallskonstante bestimmt 
und daraus nach Gleichung (5) den absoluten Lichtabsorptions- 
koeffizienten fiir die Wellenlange 436 uy berechnet. Die Versuchs- 
temperatur war 10°, Lichtempfindlichkeit und Dunkelzerfallskonstante 
wurden in jedem Versuch fiir dieselbe Zellsuspension bestimmt. In 
Protokoll 1 (Abschnitt 8 dieser Arbeit) sind die vier Versuche mit 


1 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 204, 495, 1929. 
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allen experimentellen Einzelheiten wiedergegeben. Wir gingen aus 
von einem Dunkelzustand ng, erzeugten mit eimer gemessenen 
Intensitit der Wellenlinge 436 uu den Hellzustand n,, bestimmten 
dann zg durch intermittierendes Licht (nicht gemessener Intensitat) 
und schlieBlich wieder n, durch eine gemessene Intensitat der Wellen- 
linge 436 uy. So war die Bestimmung der Dunkelzerfallskonstante 
eingeschlossen in zwei Bestimmungen der Lichtempfindlichkeit. 
Die optische Anordnung sieht man in Abb. 5, die Ergebnisse sind in 
Tabelle III zusammengestellt. 


Tabelle III. 








- oe . f Grammkalorien]_ 
10°. Noh» fiir 1436 wu ist 65100} Malo | 
4K 4K 
i Zz i 
7 fiir 4 436 uu d a < ( -2,°N, , 
Nr. es | 1 Fase = \ 7K) i570 Noh» 
qem X Minuten Minuten | qem 
[see atorien | [ aramattome Fe 
1 12 100 0,526 4,15 . 108 
2 11 300 0,382 2,82 . 108 
38 10 600 0,575 | 3,96 . 108 
4 12 700 0,402 3,32 . 10° 
Mittel: | 0,47 3,6 . 108 


Nach Tabelle III finden wir die Dunkelzerfallskonstante zg im 
Mittel gleich 0,47, d.h., bei 10° zerfallen im Dunkeln pro Minute rund 
50°%, der Kohlenoxydverbindung des Ferments nach der Gleichung 

FeCO = Fe + CO. 

Dieser Wert ist einige Zehnerpotenzen kleiner als der zg-Wert 
fiir Kohlenoxydhimoglobin, aber etwa 17mal gréBer als der zg-Wert 
fiir Kohlenoxyd-Carbylamin-Hamoglobin. Deshalb ist die Kohlen- 
oxydverbindung des Atmungsferments viel lichtempfindlicher als 
Kohlenoxyd-Haimoglobin, aber weniger lichtempfindlich als Kohlen- 
oxyd-Carbylamin-Hamoglobin. 

Der absolute Lichtabsorptionskoeffizient der Kohlenoxyd- 
verbindung des Ferments fiir die Wellenlinge 436 yy ist nach Tabelle IT 
im Mittel 3,6 .108. Nach der Gleichung 

i= i, e—fed 
kann man daraus die Schichtdicke dy berechnen, die bei 1/1 molarer 
Konzentration! des Ferments Licht der Wellenlinge 436 uy auf die 
Halfte schwiacht. Man findet 
dy = 1,9.10-* cm. 


1 1/1 molar in bezug auf Fe. 
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5. Absorptionsspektrum des Ferments. 

Hat man den absoluten Absorptionskoeffizienten fiir eine Wellen- 
lange und auBerdem die auf diese Wellenlinge bezogenen relativen 
Absorptionskoeffizienten fiir die tibrigen Welleniangen, so hat man 
das absolute Absorptionsspektrum. 


Aus Gleichung (5) der Seite 77 














AK B 
a N,hv , 
Ka eink Za ©) 


folgt fiir zwei verschiedene Frequenzen v, und », 


{ (4 
a, =), », 


oe * 


v 





’ (7) 


oder fiir zwei verschiedene Wellenlingen A, und A, 


(st ) ‘. 


a ; (8) 





Ba, __ et 
x 4 
~ P 


Unsere Bezugswellenlange ist die blaue Quecksilberlinie 436 jw. 
Setzen wir diese Wellenlange in (8) ein, so erhalten wir 
(#= 
Bi Pe. a ) 436 9 
Base ae es 2 ” 


v 








436 


Dies ist die Gleichung zur Berechnung der auf 4 436 us bezogenen 
Absorptionskoeffizienten. | Der absolute Absorptionskoeffizient fiir 
die Wellenlinge / ist dann 


s, = Bi - 3,6. 108, 


436 





wo 3,6 . 108 der Mittelwert ist, den wir fiir B43, (Abschnitt 4) gefunden 
haben. 


Um die relativen Absorptionskoeffizienten zu bestimmen, gehen 
wir aus von einem Dunkelzustand, in dem der Atmungsrest etwa 20 °%, 
betragt (ng ~ 0,2), und bestrahlen so stark, daB der Atmungsrest 
von 20%, auf etwa 40% steigt (n, ~ 0,4). Zuerst bestrahlen wir mit 
der Bezugswellenlinge 436 wu, dann mit der zu priifenden Wellen- 
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lange A und schlieBlich wieder mit der Bezugswellenlinge 436 uy. 
So erhalten wir das gesuchte Verhaltnis f,/B43, in jedem Versuch fiir 
dieselbe Zellsuspension. 


Bei den Versuchen im Ultraviolett ist hierbei auf zweierlei zu 
achten. Bestrahlt man Hefezellen langere Zeit mit Wellenlangen, 
die kiirzer als 313 yw sind, so wird die Atmung geschadigt. Die Dauer 
der Bestrahlung muB8 also kurz sein. Ob sie kurz genug war, erkennt 
man an der auf die Ultraviolettbestrahlung folgenden Messung mit 
der Bezugswellenlange 436 uy. Diese Messung mu8 iibereinstimmen 
mit der entsprechenden Messung vor der Ultraviolettbestrahlung. 

Zweitens ist bei Versuchen im Ultraviolett auf die Zelldichte 
zu achten. Gleichung (5) ist abgeleitet unter der Voraussetzung sehr 
kleiner Lichtschwachung (sehr kleiner Schichtdicke). lm Sichtbaren 
ist diese Forderung immer leicht zu erfiillen. Im kurzwelligen Ultra- 
violett jedoch ist die Gesamtschwachung durch die Zellen (infolge 
von Zerstreuung und Absorption) betrachtlicher, und hier muB man 
sich durch Variation der Schichtdicken davon iiberzeugen, daB die 
Lichtwirkung unabhangig von der Zelldichte ist. 

Die Schichtdicken bei unseren Versuchen waren von der GréBen- 
ordnung 10~4cm (Zelltrockensubstanz). Fiir die Wellenlange 283 uy 
war diese Schichtdicke zu groB8. Wie man aus Protokoll 2 sieht, stieg 


Tabelle IV. 


Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Ferments. 





8, 2 
‘ (‘ft *) (=) Base absolut 
4 — 2. _—_ AK z A 3 
‘ellen- Modes t 1436 = = —— -3,6.108 
Tange) ( i ), 436 A436 


linge) qem X anaes | qem X | 

Grammkalorien Grammkalorien oar? < A [ qem 
(= ) Grammatome Fe 
uu d 436 


. 108 69. 108 0,19 =| 0,69 . 108 


254 7,6 

265 8,4. 10° 59 . 103 0,23 | 0,88 . 108 
283 18,5. 10° 53. 103 0,54 20 .108 
300 7,8. 103 63. 103 0,18 | 0,65. 108 
313 8,9. 10° 70. 108 0,18 0,65 . 108 
332 9,0 . 108 70. 108 0,17 0,61 . 10° 
366 8,0. 103 67 . 103 0,14 0,51 . 108 
405 12,3. 108 54. 108 0,25 0,89 . 108 
427 53. 108 70. 108 0,77 28 .108 
436 a ae 1,00 3,6. 108 
448 24 . 103 65. 103 0,36 1,3 . 108 
492 2,2. 103 54. 103 0,036 | 0,13 . 108 
546 7,3. 10° 84 . 10° 0,070 0,25 . 108 
578 9,5. 10° 84 . 103 0,086 0,31 . 108 
603 49.103 | 147.103 | 0,024 0,086 . 108 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 6 
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hier die Lichtwirkung bei Halbierung der Zelldichte, so daB der ge- 
fundene B-Wert ein Minimalwert ist. Der fiir die Schichtdicke 
Null durch Extrapolation berechnete Wert ist 20°, gréBer. In die 
Tabelle IV ist nicht dieser extrapolierte Wert eingesetzt, sondern 
der wirklich gemessene B-Wert!. Fiir die iibrigen Wellenlangen 
war die Lichtwirkung unabhangig von der Schichtdicke. 

Tabelle IV enthalt das Ergebnis der Messungen fiir 15 Wellen- 
lingen. Die Messungen selbst findet man vollstandig in Protokoll 2 
des Abschnitts 8 dieser Arbeit, die graphische Darstellung des Spek- 
trums in Abb. 1. 


6. Lichtelektrische Messung der absoluten Absorptionsspektren. 


Will man das Absorptionsspektrum organischer Substanzen 
zu ihrer Identifizierung benutzen, so geniigt es nicht, die Lage der 
Absorptionsbanden zu bestimmen, sondern man mu8 den absoluten 


Betrag der Absorption messen. Jeder Punkt des Absorptionsspektrums, 


der absolut gemessen ist, hat fiir die Identifizierung dieselbe Bedeutung 
wie etwa der Schmelzpunkt. Stimmen zwei Substanzen in ihrem 
absoluten Absorptionsspektrum tiberein, so heift das, daB sie in ihren 
Kigenschaften tibereinstimmen, mit anderen Worten, da sie identisch 
sind. 

Da die Hauptabsorptionsbande der Eisenporphyrinverbindungen 
an der Ultraviolettgrenze des sichtbaren Spektrums liegt, so sind 
alle fiir das sichtbare Gebiet bestimmten MeBapparate hier unbrauchbar. 
Die photographische Methode, mit der Gamgee® und Rost® die 
Lage der Hauptabsorptionsbanden der Hamoglobinverbindungen ent- 
deckt und ihre Lage bestimmt haben, erschien uns nach einigen Vor- 
versuchen fiir absolute Messungen* zu umstindlich. Bequemer und 
genauer ist die direkte lichtelektrische Messung der Absorption mit 
der Photozelle von Elster und Geitel, eine Methode, die uns Regierungs- 
rat Carl Miiller (Physikalisch-Technische Reichsanstalt) vorgeschlagen 
hat. Wir haben diese Methode fiir unsere Zwecke so ausgebaut, dab 
wir die Lichtabsorption zwischen 250 und 600 ju — fiir Spektralbezirke 

1 Andere Schwierigkeiten traten bei Ultraviolettversuchen mit Wellen- 
langen bis zu 254 wu nicht auf (wie Ozonbildung, Photooxydation des 
Zuckers usw.). Doch mu8 man im allgemeinen im Ultraviolett vorsichtiger 
sein als im Sichtbaren. Es sei erwaéhnt, daB Cystein bei Bestrahlung 
mit der Wellenlange 254 uu photoxydiert wird. 


2 A. Gamgee, Zeitschr. f. Biol. 34, 505, 1896. 

3 Rost, Franz und Heise, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 32, 223, 
1909. 

4 Uber absolute Messungen mit der photographischen Methode vgl. 
F. Vilés, Arch. Phys. Biol. 1, Nr. 1, 1921; 2, Nr. 6, 1923, 4, Nr. 3, 1925. 
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von ungefihr 2 Breite — messen kénnen. Macht man in dem 
genannten Gebiet etwa 40 Messungen, so dauert die Aufnahme eines 
absoluten Absorptionsspektrums nicht linger als 1 Stunde. 


Als Lichtquellen benutzen wir im sichtbaren Gebiet die Metall- 
fadenlampe, im Ultraviolett den Wolframfunken, der ein so linien- 
reiches Spektrum gibt, daB es einem Kontinuum fast gleichwertig 
ist. Das Licht der Metallfadenlampe wurde durch einen Flintglas- 





Abb. 9. 


Anordnung fiir die lichtelektrische Messung der Absorption. 


M: Glasmonochromator fiir das sichtbare Gebiet. 
M': Quarzmonochromator fiir das ultraviolette Gebiet. 
Z: Photozelle aus Quarzglas mit Kalium-Argonfiillung nach Elster und Geitel. 
(Giinther & Tegetmeyer, Braunschweig.) 
S: Sektor, dessen Offnung wiihrend der Rotation verstellt werden kann. 
(Askania-Werke A.-G., Berlin-Friedenau. Umdrehungszahl: 1300 pro Minute.) 


N: Nitralampe. F: Wolframfunkenstrecke. 
T: Versuchs- und Kontrolltrog, zusammen auf einem verschiebbaren Schlitten montiert. 
K: Verdunkelungsklappe. L: Glaslinse. L': Quarzlinsen. P: Quarzprisma. 


G: Glasspiegel, nur fiir das sichtbare Gebiet. 
Sp: Spalte, die so weit geéffnet werden, daf der Wellenbezirk ungefiihr 2 uu ist. 


monochromator, das Licht des Wolframfunkens durch einen Quarz- 
monochromator zerlegt. Die Prismen der Monochromatoren waren 
in Youngscher Anordnung montiert, durch Verstellen der Prismen 
wurde die Farbe des Lichts im Austrittsspalt variiert. Eintritts- und 
Austrittsspalte der Monochromatoren wurden so eng gestellt, dab 
die Breite der Spektralbezirke etwa 2 up war. Abb. 9 zeigt, wie die 
Monochromatoren und die Photozelle montiert waren. 


Die Photozelle war eine Zelle nach ister und Gedtel mit Kalium- 
Argon-Fiillung. Die Ausschlige wurden mit einem Fadenelektrometer 
6* 
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nach Lutz-Edelmann gemessen. Die Schaltung der Photozelle ist in 
Abb. 10 schematisch gezeichnet. 


Die Ausschlage des Elektrometers waren nicht hinreichend pro- 





portional der eingestrahlten Lichtintensitéit. Um das Verhiltnis 
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Abb. 10. 
Elektrische Schaltung der Photozelle und des Elektrometers. 
Z: Photozelle. M: Fadenelektrometer nach Lutz-Edelmann. E: Erde. 
P: Pohlsche Wippe. Sw: Silitwiderstand von 1011 Ohm. (Siemens & Halske, Wernerwerk.) 


W: ,Dralowid*-Widerstiinde von 0,5 Megohm. 
S,: Stromschliissel zur Priifung der Empfindlichkeit des Elektrometers. 
Sg: Stromschliissel, um die Photozelle zu erden. 


Abb. 11. 
Absorptionstrége aus plan- 
parallelen Quarzplatten. 
(Hanff und Buest, Berlin.) 
A: Vorderansicht. 

B: Seitenansicht. 


d= Schichtdicke (0,5 und 1,0em.) 
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zweier Lichtintensitaten zu messen, stellten wir in den Strahlengang 
einen Sektor, dessen Ausschnitt wahrend der Rotation geandert werden 
konnte. Zunachst wurde der Elektrometerausschlag fiir die kleinere 
Lichtintensitat 7 gemessen, wobei der Sektor offen war und stillstand. 
Bei der gréBeren Intensitat 1, wurde der Sektor in Bewegung gesetzt 
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und sein Ausschnitt waihrend der Rotation verkleinert, bis der Elektro- 
meterausschlag ebenso gro8 war, wie bei Bestrahlung mit der Intensitat ¢. 
An der Sektorteilung konnte dann das Verhaltnis i,/i abgelesen werden. 
Die Absorptionstrége (aus Quarz) hatten die Form der Abb. 11. 
Die lange Kapillare bezweckt, den Inhalt des Troges, der in der Regel 
mit Kohlenoxyd oder Argon gesattigt war, vor Luftsauerstoff zu 
schiitzen. Um die Lichtabsorption durch das Lésungsmittel und die 
Reflexionen an den GefaSiwanden zu eliminieren, wurden fiir jede 
Messung zwei Trége von gleicher Schichtdicke benutzt, TrogI mit 
der Farbstofflésung, Trog II mit dem Lésungsmittel. Ging bei gleicher 
auffallender Intensitaét durch Trog II die Intensitaét i, und durch 
Trog I die Intensitaét i, so war der absolute Absorptionskoeffizient # 

a ty 

eed E haat \, 
wo c die Farbstoffkonzentration und d die Dicke der durchstrahlten 

Schicht bedeutet. 


7. Absolutes Absorptionsspektrum des Kohlenoxyd-Protohim. 


Lést man Haimin (aus Rinderblut) in Natronlauge und setzt die 
Haminlésung zu einer schwach alkalischen Lésung von Cystein, so 
wird das Eisen von dem Cystein reduziert. Leitet man Kohlenoxyd 
ein, so nimmt 1 Atom Eisen 1 Molekiil Kohlenoxyd auf}. 

Eisenporphyrin aus Hamoglobin, dessen Eisen durch ein Reduktions- 
mittel in den zweiwertigen Zustand tibergefiihrt ist, nennen wir mit 
Anson und Mirsky? ,,Protohim‘. Das Absorptionsspektrum des 
Protohim in Cysteinlésung sieht nicht aus wie das Spektrum einer 
einheitlichen Substanz, sondern wie das Spektrum eines Substanzge- 
misches. Kohlenoxyd-Protohim jedoch hat ein charakteristisches 
Spektrum, eine Hauptabsorptionsbande im Violett, bei 410 wu, und 
zwei Nebenbanden im Grin. 

Mischt man die alkalische Haminlésung (in Kohlenoxyd-Atmo- 
sphiare) statt mit einer wisserigen mit einer methylalkoholischen Cystein- 
lésung, so tritt ein Kohlenoxyd-Protohéim auf, das dem in wasseriger 
Lésung gefundenen dhnlich ist. Die Hauptabsorptionsbande liegt 
bei 415 wy, ist also um 5 yy nach Rot verschoben. 

Wir teilen in Tabelle V die Zahlen mit, die wir bei der licht- 
elektrischen Messung der Kohlenoxyd-Protohim-Spektren in Wasser 
und in Methylalkohol gefunden haben. 


1 W. Cremer, diese Zeitschr. 192, 426, 1928. 
2 M.L. Anson und A. E. Mirsky, Journ. of Physiol. 60, 50, 1925. 
































86 O. Warburg u. E. Negelein: 
Tabelle V. @=+-+.mn'. 
c ad i 

: Kohlenoxyd-Protohim in wiisseriger Cystein- Kohlenoxyd-Protoham in methylalkoholischer 

lésung (Endwert) Cysteinlésung : 

| a! Oxy 
2 a. see oe | ip B | | Ck al ip B 
Grammat. Fe] | |; — qem Grammat. Fe ~ qem 

(uu) | =| {em] | : ( aeanner ze] uu [_ [em] | [ran Fe 
600 | 6,15.10-§ | 1,10 | 1,36 | 0,05. 10° 600; 61,5.10-§ |0,59 | 5,63) 0,05. 10 (Tor 
590, 6,15.10-§ | 1,10 1,60 0,07.108 | 590) 61,5.10-8 (0,59 | 16,3 0,08 . 108 wir 
580 | 6,15.10-® | 1,10 | 8,21 0,17.108 || 580} 6,15.10-8 | 1,12 | 3,58) 0,19. 108 Bei 
570 | 6,15.10-® | 1,10 | 7,61 | 0,80.10° | 570) 6,15.10-8 | 1,12 | 7,14| 029.108 Ver 
565 | 6,15.10-§ | 1,10 | 7,69 | 030.108 | 560) 6,15.10-§ | 1,12 5,52} 0,25. 108 
560 | 6,15.10-§ | 1,10 6,72 | 0,28. 108 550 | 6,15.10-§ | 1,12 | 5,37 0,24 . 108 
550 | 6,15.10-8 | 1,10 | 4,94 | 0,24. 108 540) 6,15.10-§ {1,12 | 6,19) 0,26.10 
540 6,15.10-8 1,10 | 5,92 | 0,26.10° | 530) 6,15.10-8 (1,12 | 5,12) 0,24. 10° 
535 | 6,15.10-§ | 1,10 | 6,85 | 0,27. 108 520} 6,15.10-§ (1,12 | 3,55; 0,18.10 
530 | 6,15.10-8 | 1,10 | 5,80 | 0,26. 108 510! 6,15.10-§ | 1,12 | 2,83) 0,15. 10 
520 | 6,15.10-8 | 1,10 | 3,76 | 0,20. 108 500; 6,15.10-§ | 1,12 | 2,61; 0,14.10 
510 | 6,15.10-§ | 1,10 | 264 0,14. 108 490; 6,15.10-§ 1,12 | 2,49) 0,13. 10 
500 6,15.10- | 1,10 | 2,32 | 012.108 | 480) 6,15.10-§ 1,12 | 2,67 0.14.10 
490 6,15.10-8 | 1,10 | 2,21 | 0,12.108 | 470| 6,15.10-® (1,12 | 2,92) 0,16.10 n, 
480 6,15.10-8 | 1,10 | 2.29 0,12.108 || 460! 615.10-§ 0,615! 1,99 0,18. 10° n, 
470 | 6,15.10-§ | 1,10 | 240 | 0,13. 108 450, 6,15.10-% 0,615) 2,42 0,238.10 ny, 
460 6,15.10-§ 1,10 | 2,51 | 0,14. 108 440| 615.1078 |0,615) 4,07) 0,37.10° 
450 6,15.10-§ | 1,10 | 2,99 | 016.108 430, 6,15.10-§ 0,615 | 31,4 0,91 . 10° 
440 6,15.10-§ | 1,10 4,96 0,24. 108 420; 0,615.10-§ 1,07 | 8383 3,22.10 K, 
430 | 6,15.10-§ | 0,54 | 5,97 | 0,54. 108 415) 0,615.10-* | 1,07 | 11,0 3,63 . 10° 
420 0,615.10-§ | 1,04 | 2,81 1,61 . 10° 410; 0,615.10- (1,07 | 6,50, 2,85. 10 K, 
415 | 0,615.10-§ | 1,04 | 6,89 | 3,02. 108 400| 0,615.10-8 (1,07 | 2,55! 1,438.10 
410 | 0,615.10-§ | 1,04 | 7,70 | 3,19. 108 390} 6,15.10-* 0,615 | 27,6 0,88 . 108 4K 
405 | 0,615. 10-8 | 1,04 6,01 2,80 . 108 380) 6,15.10-§ | 0,615 | 15,1 0,72 . 10° T 
400 | 0,615.10-8 | 1,04 | 3,63 | 2,02.108 370 6,15.10-§ | 0,615 | 15,7 0,73 . 10° go 
890 | 6,15.10-8 | 0,54 |17,0 0,85 . 10 360; 6,15.10-§ 0,615 | 17,1 0,75 . 10° 
380 | 6,15.10-® | 0,54 | 427) 0,44. 108 350) 6,15.10-8 0,615 15,7 0,73 . 10° 
370 6,15.10-§ | 0,54 | 4,18  0,43.108 | 340] 6,15.10-8 |0,615/11,8 0,65. 108 fin 
360 | 6,15.10-8 | 0,54 | 4,51 0,46 . 108 830| 6,15.10-§ | 0,615) 8,0 0,55. 10° 
350 | 6,15.10-8 | 0,54 | 5,55 | 0,52.108 || 320) 6,15.10-® (0,615) 5,22; 0,44. 10 “4 
340 | 6,15.10-§ | 0,54 | 5,87 | 0,53.108 || 310) 6,15.10-§ (0615! 449: 0,40.10 
330 | 6,15.10-8 | 0,54 | 5,92  0,54.108 | 300| 6,15.10-® 0,615| 4,51, 0,40. 10° 
320 | 6,15.10-® | 0,54 | 4,21 | 0,43.108 | 290) 6,15.10-8 0,615) 5,37) 0,44. 10° Base 
310 | 6,15.10-* | 0,54 | 392 0,35. 108 | 280) 6,15.10-8 0,615) 6,11; 0,48. 10° | ; 
300 | 6,15.10-8 | 0,54 | 2,87  0,82.10° | 270) 6,15.10-* |0,615| 6,56| 0,50.10° No 
290 | 6,15. 10-8 | 0,54 | 3.28  0,86.108 | 260) 6,15.10-® |0,615) 6,78) 0,51. 10 
280 | 6,15.10-8 | 0,54 | 4,51 0,46.108 | 250; 6,15.10-® | 0,615 8,16 | 0,56 . 10° 
270 | 615.10-8 | 0,54! 5,30 050.10 | | | ous 
260 | 6,15.10-8 | 0,54 38,45 0,37. 108 me 
250 6,15.10-§ | 0,54 | 2,83 | 0,31. 108 

















Uber das Absorptionsspektrum des Atmungsferments. 87 
8. Protokolle. 
Protokoll 1. 
—? 
lischer Bestimmung des absoluten Absorptionskoeffizienten der Kohlen- 
—_ oxydverbindung des Ferments fiir die Wellenlainge 436 py. 
B 
' 
= =| Experimentelles: 
mmiat, Fe 
— Trog Abb. 4, optische Anordnung Abb. 5, Versuchsmaterial Hefe 
05. 108 (Torula utilis des Berliner Instituts fiir Garungsgewerbe, auf Bier- 
08 . 10° wiirze-Agar mit 2 °/, Glucose bei 30° geziichtet. Kulturdauer 15 Stunden). 
. 
19. 108 Bei der Atmungsmessung suspendiert in m/20 KH,PO,, 1%, Glucose. 
29 . 10° Versuchstemperatur 10°. 
25 . 10° Gasraum des Versuchstrogs (vg) 17,58 ccm. 
a Flissigkeitsvolumen (v,) 2,2 ccm. 
. 4. 10 Querschnitt der Manometerkapillare 0,16 qmm. 
18.108 Sperrfliissigkeit Brodie (10000 mm = 760 mm Hg). 
5. 108 GefaBkonstante fiir Sauerstoff (KhY) = 1,86 qmm. 
14. 108 Querschnitt des Strahlenkegels an der Stelle des Versuchstrogs 
3. 108 etwa 30 qcem. 
14.108 7 Formel|In: 
6 . 10° n, — Atmungsrest im Dunkeln. : 
8. 10° n, = Atmungsrest bei Bestrahlung mit / 436 uu (Intensitat ‘). 
3. 10° n, — Atmungsrest bei Bestrahlung mit weiBem Licht nicht gemessener 
7 . 10° Intensitat. 
1. 108 n Pp 
, d CO 
2. 1 ae ae a 
3 . 108 ait, 
5 . 108 oe a _ , P60 | 
3. 10° h I=", Po, 
8 . 108 4K= K,— K;. 
2. 10° t = Hellzeit. 
3. 10° od = Dunkelzeit. 
5. 108 _ oF 
3. 10 , n, +n, ni —n)? 1,4 1% 
5. 108 oe aus der Gleichung!: y — : 9 i. & = i) Pe rare 
5. 10° Na 
4. 10° a alee TY 
0. 10° 4K 
0. 10 : - 
4.108 A436 = ie eat 
B. 10° | : ae 7 Grammkalorien 
0. 103 No hy» fiir 1 436 ist 65100 [ ~ | . 
1.10 . 
5 108 Der beste Versuch ist der vierte. Fiir ihn ist die Rechnung am 
ausfiihrlichsten behandelt. 
1 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928, insbesondere Gleichung (54). 
} 
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92 O. Warburg u. E. Negelein: 


Protokoll 2. 


Relative, auf 4 436 uy bezogene Absorptionskoeffizienten der 
Kohlenoxydverbindung des Ferments fiir 14 Wellenlangen. 


Versuchsanordnung. 


Versuchstrog nach Abb. 4. Gasraum (vg) 17,58 ccm, Fliissigkeits- 
volumen (vy) 2,2cem. Querschnitt der Manometerkapillare 0,16 qmm. 
Sperrfliissigkeit Brodiesche Lésung (10000 mm = 760 mm Hg). Gefab- 
konstante fiir Sauerstoff (K o,) 1,86 qmm. 


Optische Anordnungen: nach den Abb. (6), (7) und (8). 


Querschnitt des Strahlenkegels an der Stelle des Versuchstrogs: 
etwa 30 qcm. 


Versuchsmaterial: Torula utilis, geziichtet wie in Protokoll 1 
angegeben. 


Suspensionsfliissigkeit: m/20 KH,PO,, 1°, Glucose. 
Versuchstemperatur: 10°. 


Die Zellmengen sind in Milligramm Trockensubstanz angegeben. 


Alle Wellenlangen, mit Ausnahme von 427 wu, waren praktisch 
rein. In dem Versuch mit 427 wu bestand die Strahlung aus 64°, 
427 wu und 36% 436 wu, was bei der Berechnung von fj4, beriick- 
sichtigt wurde. 
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254 wy. 
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Uber das Absorptionsspektrum des Atmungsferments 
der Netzhaut. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 23. August 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vergleicht man das Atmungsferment der Hefe mit anderen in 
der Natur vorkommenden Eisenporphyrinverbindungen, so findet 
man, auf Grund der Absorptionsspektren der Kohlenoxydverbindungen, 
in keinem Falle eine vollkommene Ubereinstimmung. Von dem Hamo- 
globin und allen bisher bekannten Verbindungen seiner Farbstoff- 
komponente — des Protohim —- unterscheidet sich das Atmungsferment 
der Hefe wesentlich durch die Rotverschiebung der Hauptabsorptions- 
bande! (der Kohlenoxydderivate). Eine andere in der Natur vor- 
kommende Eisenporphyrinverbindung, das Chlorocruorin?, steht in 
bezug auf die Lage der Hauptabsorptionsbande dem Atmungsferment 
der Hefe niher,.doch unterscheiden sich Chlorocruorin und Hefe- 
ferment wahrscheinlich durch Nebenbanden. Wir haben uns gefragt, 
ob das Atmungsferment in den Zellen hamoglobinfiihrender Tiere 
vielleicht dem Hamoglobin éhnlicher’ sei als das Atmungsferment 
der Hefe. 

Da sich, wie friiher gezeigt worden ist*, die meisten Zellen der 
héheren Tiere gegen Kohlenoxyd und Licht ahnlich verhalten wie 
Hefe, so kann man das Absorptionsspektrum ihres Atmungsferments 
ebenso wie fiir Hefe bestimmen. Als Versuchsobjekt wahlten wir aus 
methodischen Griinden die Netzhaut. 

1 0. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 

2 Uber Chlorocruorin vgl. die sehr interessante Arbeit von Munroe 
H. Fox, Proc. Roy. Soc. London (B) 99, 199, 1926. Das (lichtelektrisch 
gemessene) Spektrum des Kohlenoxyd-Chlorocruorins aus Spirographisblut 
findet man bei O. Warburg, Zeitschr. f. Elektrochem. 85, 549, 1929. 

8 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 255, 1927. 
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Zunachst fanden wir, daB dieselbe Intensitaét der Wellenlange 
436 wy, die die Carbonylverbindung des Hefeferments merklich disso- 
ziiert — die Gré®enordnung 10~* cal/qem Minuten —, auch die Carbonyl- 
verbindung des Netzhautferments dissoziiert. Dies beweist, da Licht- 
absorptionskoeffizient und Dunkelzerfallskonstante der Carbonyl- 
derivate beider Fermente der GréBenordnung nach gleich sind. Denn! 
diese beiden Eigenschaften sind es, von denen die Lichtempfindlichkeit 
einer Eisencarbonylverbindung abhangt. 


Um die Lage der Hauptabsorptionsbande zu finden, bestimmten 
wir das Verhaltnis der Lichtabsorptionskoeffizienten fiir die Wellen- 
langen 436 und 405 wy und fanden fiir Netzhautferment nahezu dasselbe 
Verhaltnis wie fiir Hefeferment. In der folgenden Tabelle ist dieses 
Verhaltnis unter Base fiir Netzhautferment angegeben und den Werten 

405 
fiir Hefeferment und andere Eisenporphyrinverbindungen gegeniiber- 


B 436 


gestellt. Das Verhaltnis B. — — weniger charakteristisch fiir die Lage 
546 

der Hauptabsorptionsbande, aber aus anderen Griinden interessant 

— ist in der zweiten Spalte der Tabelle verzeichnet. 





Kohlenoxydverbindung von F436 F436 
405, 546 
Atmungsferment der Netzhaut. . . 3,1 9 
. ae 4,0 14 
CMOUPOOPIN 6 we 8 ee ee 4,1 11 
OS 0,5 2,8 
Protohim in Methylalkohol .... 0,28 | 2,1 
. a 0,11 1,3 
Koprohim*,, ee ree ea ugh wel esau 0,07 ate 


* Kopro-Porphyrin verdanken wir Herrn H. Fischer-Miinchen. 


Die Tabelle lehrt, da&8 Hefeferment und Netzhautferment in bezug 
auf die Lage der Hauptabsorptionsbande nahezu iibereinstimmen. 


Die Differenzen des Wertes Fase 


B 405 


und bedeuten bei der Steilheit der Hauptabsorptionsbande eine gegen- 
seitige Bandenverschiebung von nur wenigen yy. Anders ausgedriickt 
steht das Atmungsferment der hamoglobinfiihrenden Tiere dem Hamo- 
globin nicht naher als das Atmungsferment der Hefe. 


fiir beide Fermente sind geringfiigig 


1 0. Warburg und E. Negelein, die vorhergehende Arbeit. 
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Versuchsanordnung. 


Hemmt man die Atmung der Netzhaut durch Kohlenoxyd, so 
steigt ihre Milchséuregarung!. Belichtet man, so sinkt die Garung 
in dem MaBe, als die Atmung steigt. So kann man die Lichtwirkung 
bestimmen entweder durch Messung des Atmungsanstiegs oder durch 
Messung des Garungsabjalls. Weil es methodisch bequemer war, be- 
stimmten wir die Lichtwirkung nach dem zweiten Prinzip. 

Drei bis vier Netzhaute weiBer Ratten (Trockengewicht einer Netz- 
haut 1,5 mg) wurden in ein GefaB von der Form der Abb. 1 gebracht, 
das 2ccm einer glucose- und _ bicarbonathaltigen 
Ringerlésung enthielt. Das GefiB wurde mit einem 
Differentialmanometer verbunden, sein Gasraum mit 
einem Gemisch von Sauerstoff, Kohlenoxyd und 
Kohlensaure gefiillt. Das KompensationsgefaiB, das 
mit dem zweiten Schenkel des Differentialmanometers 
verbunden wurde, enthielt 2ccm Ringerlésung und 
im Gasraum dieselbe Gasmischung wie das Versuchs- 
gefaB. Die Sperrfliissigkeit war Brodiesche Lésung 
(10000 mm = 760 mm Hg). 

Der Gasraum war groB gegen das Flissigkeits- 
volumen (19 cem gegen 2ccm). Unter diesen Bedin- 
gungen bewirkte die Atmung keine Druckanderungen, Abb. 1. 
sondern die auftretenden Drucke riihrten allein 
von der entstehenden Milchsaéure her, die Kohlenséiure aus dem Bi- 
carbonat in den Gasraum austrieb. 








Das VersuchsgefaB rotierte in einem auf 25° einstehenden verdunkel- 
ten Thermostaten, in der Ringerlésung rotierten die Netzhaute. Die auf- 
tretenden Drucke wurden in Perioden von 5 Minuten abgelesen und 
ergaben die Dunkelgarung. War die Dunkelgarung bestimmt, so wurde 
mit Licht gemessener Intensitat bestrahlt, wodurch die Garung sank. 
Die Druckanderungen im stationéren Zustand der Bestrahlung, die 
gleichfalls in Perioden von 5 Minuten abgelesen wurden, ergaben die 
Hellgarung. 

Es wurden diejenigen Intensitaéten der Wellenlangen 436 und 
405 wy ermittelt, die eine gleiche Anderung der Garung erzeugten. 
Zu dem Zwecke wurde mit zwei verschiedenen Intensititen der Wellen- 
lange 436 yy bestrahlt und die Lichtwirkung 


Lichtwirkung = Dunkelgarung — Hellgirung 


als Funktion der Intensitat i,, graphisch aufgetragen. Zwischen den 
beiden Bestrahlungen mit 4436 wu wurde mit 4405 wy einer solchen 


1 0. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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Intensitat bestrahlt, dafS die Wirkung von 4405 4 zwischen den 
Wirkungen von 4436 4 lag. Aus der graphischen Darstellung ent 
nahmen wir dann diejenige Intensitaét von 4436 yu, die die gleiche 
Lichtwirkung hervorbringt wie 4405 py. 


Waren die Intensitaten gleicher Wirkung iy, und i,, bestimmt 
so berechneten wir das Verhaltnis der Absorptionskoeffizienten nach 
dem aus der Quantentheorie abgeleiteten Satz, daB sich — unter der 
Bedingung gleicher Lichtwirkung — die Lichtabsorptionskoeffizienten £ 
umgekehrt verhalten wie die eingestrahlten Quantenintensitiaten! 


By 
Bs 
also in unserem Falle 
Buse __ 
Bros 
Erschwert wurden die Messungen durch den Umstand, daB der 
Stoffwechsel der Netzhaut in dem rotierenden VersuchsgefaB  all- 
mahlich — unabhingig von der Bestrahlung abfiel. Um diesen 
zeitlichen Abfall der Dunkelgirung zu eliminieren, stellten wir die 
Dunkelgirung, die nach jeder Bestrahlung von neuem gemessen wurde, 
als Funktion der Zeit graphisch dar und bezogen die Hellgarung zur 
Zeit t auf die der Zeitkurve entnommene Dunkelgirung. Dann war 
die Lichtwirkung 


(Dunkelgérung), — (Hellgarung), 


Lichtwirkung — 
(Dunkelgiarung), 
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Abb. 2. Abb. 3. 


1 O. Warburg und ELE. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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Beispiel: 344 Netzhaute (weiBer Ratten) in Ringerlésung mit 0,2% Glucose 

und 0,21% Bicarbonat. Im Gasraum 5°%CO,, 10% 0,, 85% COQ. 

Volumina: Gasraum (vg) 19,4cem, Fliissigkeitsvolumen (vy) 2 ccm. 
Querschnitt der Manometerkapillare 0,160 qmm. 





25°. Keo, = 2,26qmm. d = dunkel, h hell. 
Versuchs- 
zeit 
fortlaufend 
5’ d + 4,64 mm | -, Sp e - 
vatasg , |°* (ae), —=* 
4436 wu » 10'h Ausgleich 
i = 4,27.10—4 cal/qem 5'h + 3,13 mm ) -, Sp) F es 
Minuten yeean , j°* Jt ), os ” 
5’d Ausgleich 
5'd + 3,97 mm \ -, Jp ; 
d+391 . | 5'd { Fi ), 3,94 40 
4405 wu 5'h Ausgleich 
i 8,74. 10—* cal qem 5' A + 3.05 mm | as Sp ¢ _ 
Minuten h+295 . |” , (Ze ), — rigs 
5'd Ausgleich 


oreo 


r t neo4 — ah ( — } 3,60 70’ 


"h Ausgleich 
‘h + 3,06 mm | 

5 h+2,73 , (5h = (|—) 2.89 87 
a’ h + 2,87 


oro 


4436 wu 
i 1,75.10—4 cal/qem 
Minuten 


5’'d Ausgleich 


5'd + 3,38 mm \ -, (Ip 2 290 m 
yd+828 . i” * Jt ), _ — 


In Abb. 2 ist die Dunkelgirung (4p A?), als Funktion der Zeit 
dargestellt. Aus der Zeitkurve entnimmt man die hierunter eingesetzten 
Dunkelgirungen (A p/At), fiir die Zeiten ¢, in denen die Hellgarung 
(Ap/At), gemessen wurde. 





( 7 i ( ), 


sap 4p at st 
(4). (P, (28) f 
4t/a 
t = 20’ || iggg = 4,27.10-4 4.17 3,12 25,2 % 
i = 55’ || tos 8,74.10-4 3,75 3,00 20.0 % 
t 87’ || feng = 1,75. 10-4 3,45 2,89 16,2 % 


In Abb. 3 ist die Lichtwirkung W, die die Wellenlange 436 py 
hervorbrachte, als Funktion der Lichtintensitat dargestellt. Aus der 
Kurve entnimmt man, daB eine Lichtwirkung von 20°,, durch die 
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Intensitiét 2,65 . 10—* der Wellenlange 436 jy erzeugt wurde. Dieselbe 
Lichtwirkung erzeugte die Wellenlange 405 4, wenn ihre Intensitat 
8,74.10-* war. Es waren also die Intensititen gleicher Wirkung 
iygg == 2,65.10—* cal/qem X Minuten 
igo, == 8,74. 10-4 cal/qem * Minuten 
woraus sich ergibt 
‘. 8.74.10-4 405 a 
Base —_— P — 3,07. 


Bys -2:65.10-4 436 


Nach dem gleichen Verfahren fanden wir die Intensitaten gleicher 


Wirkung fiir die Wellenlangen 436 und 546 uu o 


tygg == 3,4. 10-* cal/qem & Minuten : 


i545 == 23,2.10—* cal/qem & Minuten 


woraus sich ergibt 
Big __ 28,2.10-* 546 
ie ie a. infe 
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Uber Atmungsferment im Serum erstickter Tiere. 


(Zu W. Kempners Versuchen iiber Atmung im Blute pestkranker Hiihner.) 


Von 


Otto Warburg und [Fritz Kubowitz, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 5, September 1929.) 


W. Kempner hat versucht', im Blute pestkranker Hiihner — das 
infektiés ist — den Erreger durch seinen Stoffwechsel nachzuweisen. 
Wahrend er in dem Plasma normaler Hiihner nie Atmung fand, ver- 
brauchte Pestplasma bei 42° pro Stunde und Kubikzentiméter Plasma 
etwa 5cmm Sauerstoff. 

Wir haben die Versuche von Kempner fortgesetzt. Wie Kempner 
entnahmen wir das Blut sterbenden oder eben gestorbenen Hiihnern 
(etwa 24 Stunden nach der Impfung?), zentrifugierten die Blutzellen 
ab und untersuchten den Stoffwechsel manometrisch. Blutgewinnung 
und manometrische Messung geschahen unter aseptischen Bedingungen. 
Anders als Kempner vermieden wir bei der Blutentnahme jede Be- 
riihrung mit Gewebssaft (Blutentnahme mit der Spritze aus den frei- 
gelegten Halsvenen) und erhielten so Plasma, das in der fiir die mano- 
metrischen Messungen erforderlichen Zeit nicht gerann. In keinem 
Falle fanden wir in dem Plasma Atmung, auch nicht, wenn wir, wie 
Kempner, Heparin zusetzten. 

Eine Atmung trat jedoch im allgemeinen auf, wenn die Blut- 
fliissigkeit mit Gewebssaft in Beriithrung kam. Ob Heparin zugesetzt 
war und das Plasma bei Zusatz von Gewebssaft nicht gerann oder 
ob es gerann und das Serum untersucht wurde, war gleichgiiltig. Wie 
frischer Gewebssaft wirkten Kochsaft von Hiihnerleber, Kochsaft 
von Hefezellen und Hexosephosphat, alles Fliissigkeiten, die das 
Meyerhofsche Koferment der Atmung enthalten. 


1 Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 6, S. 2386. 
2 Das Impfmaterial verdanken wir dem Institut Robert Koch. 
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In zwei Fallen von Pest trat auch bei Zusatz von Gewebssaft 
keine Atmung auf. In diesen Fallen waren die Tiere bald nach Er. 
scheinen der Krankheitssymptome gestorben, der Todeskampf, de: 
den Eindruck einer Erstickung macht, war kurz gewesen. Dies 
brachte uns auf die Vermutung, daB die Pestatmung Kempners vou 
der mit dem Pesttod verbundenen Erstickung herriihre. 


Zur Priifung unserer Annahme erstickten wir normale Hiihner 
entweder langsam, indem wir sie in Gasgemische niedrigen Sauerstoff. 
druckes brachten, oder schnell, indem wir sie in reinen Stickstoff 
brachten. Die schnell erstickten Tiere legten wir 114 Stunden in den 
Brutschrank. Dann entnahmen wir das Blut mit der Spritze aus den 
Halsvenen (was 11,4 Stunden nach dem Tode noch gut geht), setzten 
Gewebssaft zu, lieBen gerinnen, zentrifugierten und untersuchten 
das Serum manometrisch. 


In dem Serum nicht erstickter Normaltiere fanden wir keine 
Atmung. Es traten kleine positive Drucke auf, tiber deren Herkunft 
wir nichts sagen kénnen. In dem Serum erstickter Normaltier: 
jedoch fanden wir immer Atmung, und zwar bei 42° im Mittel einen 
Sauerstoffverbrauch von 5cmm pro Stunde und Kubikzentimete: 
Serum (vgl. das Protokoll am SchluB). Der Sauerstoffverbrauch war 
mit einer etwa gleich groBen Kohlensiurebildung verbunden. Was 
hier vor sich geht, ist also eine wirkliche Atmung, und es ist aus unseren 
Versuchen zu schlieBen, daB bei der Erstickung Atmungsferment 
aus Kérperzellen in die Blutfliissigkeit iibergeht. 


Die Atmung im Erstickungsserum und die Pestatmung Kempners 
sind von der gleichen GréB®enordnung. Sicher war ein Teil der Kempner- 
schen ,,Pestatmung” ,,Erstickungsatmung‘, wahrscheinlich war dic 
ganze Pestatmung Erstickungsatmung. Allerdings miissen wir erwaihnen, 
daB zwischen der Pestatmung Kempners und der Erstickungsatmung 
hinsichtlich der BeeinfluBbarkeit manche Unterschiede bestehen. 
Doch geben wir auf diese Unterschiede nicht viel, weil die Art der 
Erstickung in beiden Fallen nicht die gleiche war und es sein kann, 
daB die Eigenschaften der Erstickungsatmung von der Art der Erstickung 
abhangen. Aus den Versuchen iiber Atmung in Gewebsextrakten 
weiB man, wie verschieden beeinfluBbar die Extraktatmung ist und 
daB sich ihre BeeinfluBbarkeit mit dem Alter der Extrakte andert’ 


Sauerstoffzehrung in Erstickungsblut wird in der alteren Literatur 
iiber Blutgase vielfach erwihnt?. Offenbar waren die alten Beob- 
achtungen, wenn auch falsch gedeutet, richtig. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 201, 486, 1928. 
2 Vgl. z. B. W. Nagel, Handb. d. Physiol. 1, 182, 1909. 
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Uber Atmungsferment im Serum erstickter Tiere. 


Protokoll. 


Zur manometrischen Messung der Atmung wurde das Serum 
oder Plasma in VersuchsgefiBe bekannter Form! pipettiert. Der 
Gasraum wurde mit einer Mischung von 5 Vol.-°,, Kohlenséure und 
05 Vol.- Sauerstoff gefiillt. Dann wurde in einen auf 42° einstehenden 
Thermostaten eingehangt, 10 Minuten geschiittelt, von neuem mit 
5°, Kohlenséure 95°, Sauerstoff gefiillt und 15 Minuten geschiittelt. 
Erst dann begann die Messung, die etwa 1 Stunde dauerte. Die in 
dem folgenden Protokoll benutzten Bezeichnungen sind an anderer 
Stelle? erlautert. 


42°, Erstickungsserum eines normalen Huhns. Schnell in Stickstoff erstickt, 
dann 13/, Stunden bei 30° im Brutschrank. 





A B ( 
Volumina 7cem Serum 3cem Serum 3ecem Serum 


Gefibkonstanten . UC» = 7.0 UG = 6.56 Up = 3,0 Ug = 10.51 Up 3.0 UG = 11,21 


Ky, == 0,584 ko, == 0.918 


> 


*R he a R ~ LR ' 
Koo, 0,939 k, Os 1,07 ki o 1,131 
Ju (atu Ju 
( = 0,075 { } = 0,075 { 0,42 
JI ple AS pit J p/m 
-Serum . Serum _ ,.« q aes 
Keo, = 1,46 keo. = 1,30 ky = 2,39 
Gasraum 5%» CO, in Oy 5 9 COg in Og 5 Jy COg in Argon 


Druckanderung 
in 10’ H — 85mm — 15mm + 1.0mm 
, ie H=-— 80 , —-—15 , is . 
. 60 H -$05 , 65 , + 1,0 


In den ersten 20’: anaerob 
fast nichts 


emm Oy 
ecm Serum * Stunden 
emm COs 
cem Serum Stunden ~ 
bia 0,74 
In den letzten 60": 


a 


b a 
Man sieht aus diesem Protokoll, da die Kohlensiurebildung 
schneller abfallt als der Sauerstoffverbrauch, eine Erscheinung, die 


man in der Regel beobachtet, wenn man das Atmungsferment von 
den Zellen trennt. 


1 Stoffwechsel der Tumoren, 8S. 216. Springer, 1926. 








Eine elektrochemische Methode 
zur Bestimmung der Kationen in Salzlésungen. 
Von 
A. Belk und 7, vy. Alféldy. 
(Aus dem Hygiene-Institut der Tisza-Istvan-Universitét im Debreezen. > 
(Eingegangen am 30. Juni 1929.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der neueren Auffassung biologischen Geschehens wird den 
Kationen wachsende Bedeutung zugemutet. Das Hauptinteresse wird 
zurzeit dem Ca zugewendet, da jedoch die Kalkwirkung auch von 
anderen Kationen, vor allem Na und K abhangig ist, so tritt die For- 
derung ihrer Bestimmung mehr und mehr hervor. Diesen Verhaltnissen 


entsprechend, haben sich auch die Methoden ihrer Bestimmung in der 
letzten Zeit vermehrt, jedoch haften diesen gewisse Nachteile an, so 
daB die Suche nach weiteren Methoden fiir angezeigt erscheint. 


Wir setzen die bisherigen chemischen Methoden als bekannt voraus 
und wollen uns somit mit den Methoden fiir die Bestimmung des Kalkes 
von Jensen (1), de Waard (2), Mirkin-Druskin (3), Kriss-Réna-Kleinmann (4), 
Sharpe (5) usw. sowie mit den Kaliummethoden von Federer (6), Kramer- 
Tisdall (7), Kramer-Gittlemann (8) und mit der Na-Bestimmung von 
Kramer (9) nicht weiter beschaftigen. Es sei nur darauf hingewiesen, 
daB die Hauptmiangel bei der Na-Bestimmung vorgefunden werden, da 
das deWaardsche Verfahren fiir Ca und das Kramer-Tisdallsche fiir Kaliun 
brauchbar sind. Die Na-Bestimmung wird hauptsachlich durch die voraus- 
gehende Veraschung oder Hydrolyse (Corley) (10) besonders erschwert. 
Von physikalischen Methoden wurde neuerdings die Elektrodialyse zu 
diesem Zwecke herangezogen. Wernicke (11) und Reiner (12) arbeiteten 
in dieser Richtung. Die zu untersuchende Fliissigkeit wird zwischen zwei 
Pergamentwanden eingeschlossen und die Elektroden befinden sich in 
den daneben liegenden Kammern. Diese Methoden sind jedoch ebenfalls 
mit Fehlern behaftet (Bernhard) (13). 


Der Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war die bereits seit 
Davy (1807) bekannte Erscheinung, daB Quecksilberamalgame der 
wasserzersetzenden Metalle in Gegenwart von Wasser als Hydroxyde 
zuriickgewonnen werden kénnen, und andererseits, da gewisse Metalle 





gew 
Hil 
Gia 
befi 
Kor 
Ap} 
Rav 
Die 
au 
fliis: 
Ani 
Pol 
wel¢ 
wart 
wird 
Sch 


der 


eini 
Es 

setz 
wur 
ange 
bis ( 
erhe 
siert 


anbe 
Sie 

mete 
leich 
bei | 
ist u 


Ama 
stehe 
so di 
zerse 
stark 
als A 
zusal 
loslic 


1 den 
> wird 
h von 
> For- 
nissen 
in der 
in, so 


voraus 
<alkes 
nn (4), 
ramer- 
ry von 
viesen, 
m, da 
alium 
oraus- 
hwert. 
se Zu 
iteten 
1 Zwel 
ich in 
enfalls 


S seit 
e der 
oxyde 
letalle 


Belk u. Z. v. Alféldy: Elektrochem. Methode z. Bestimmung usw. 111 


aus der Lésung ihrer Verbindungen als Amalgame herauszubekommen 
sind, wenn bei ihrer Elektrolyse Quecksilber als Kathode angewendet 
VW ird. 

Bekanntlich wird dieses letztere Verfahren in der Industrie zur Laugen- 
gewinnung reichlich ausgeniitzt. Dasselbe Prinzip liegt auch der bekannten 
Hildebrandschen (14) Methode zugrunde. Sein Apparat besteht aus cinem 
GlasgefaB, in welchem sich ein an beiden Enden offener, kurzer Glaszylinder 
befindet; da dieser unten nicht bis zum Boden reicht, so besteht eine 
Kommunikation zwischen beiden GefaéBen. Gibt man Quecksilber in den 
Apparat, so wird das System dadurch in einen inneren und einen auBeren 
Raum geteilt, welche durch das Quecksilber miteinander kommunizieren. 
Die zu untersuchende Lésung kommt in den inneren Raum, wahrend der 
iuBere mit destilliertem Wasser beschickt wird. Der in die Untersuchungs- 
fliissigkeit eintauchende positive Pol besteht aus Silber und wird, um die 
Anionen leichter abzufangen, in staéndiger Rotation gehalten. Der negative 
Pol wird durch das Quecksilber dargestellt; es entsteht in ihm -Amalgam, 
welches durch die durch Rotation der Anode hervorgerufene Strémung aus- 
warts getrieben und im éuBeren GefaiB durch das destillierte Wasser zersetzt 
wird. Die dadurch gebildete Lauge ist titrimetrisch zu bestimmen. Die 
Schwierigkeiten der Hildebrandschen Methode bestehen in der Behandlung 
der Anode. 


Bevor wir unsere eigene Methode beschreiben wollen,, sind noch 
einige Bemerkungen tiber die Amalgambildung vorauszuschicken. 
Es ist vor allem notwendig, dai die Spannung des Stromes, die Zer- 
setzungsspannung der betreffenden Salze reichlich tibertrifft. Sonst 


wiirde keine Abscheidung zustande kommen. Es ist auch als vorteilhaft 
angegeben, daB sich die Temperatur der Fliissigkeit nicht tiber 50 
bis 66°C erhebt, denn das Amalgam zersetzt sich bei 70 bis 75°C schon 
erheblich. Allerdings kann diese Zersetzung durch den Strom kompen- 
siert werden. 

Was die Amalgambildung und die Eigenschaften des Amalgams 
anbelangt, so verhalten sich die verschiedenen Metalle verschieden. 
Sie lassen sich diesbeziiglich in zwei Gruppen einteilen. Die Alkali- 
metalle K, Na, bilden leicht Amalgame, und diese sind mit Wasser 
leicht zu zersetzen. Na-Amalgam ist unter 1 °,, Na-Gehalt diinnfliissig, 
bei 1%, dickfliissig, bei 1.25%, breiig und bei 1,5°,, fest. K-Amalgam 
ist unterhalb etwa 1,4°, K-Gehalt fliissig. 

In der zweiten Gruppe waren Pb und Fe zu nennen, welche keine 
Amalgame bilden. Zwischen beiden Gruppen kommen Ca und Mg zu 
stehen. Ca bildet zwar Amalgam, jedoch ist dieses sehr unbestindig, 
so daB es sich z. B. in der Hildebrandzelle bereits im inneren Gefab 
zersetzt. Trotzdem gelingt es unter giinstigen Umstinden und mit 
starkem Strome, Ca-Amalgam zu isolieren. Mg wird noch schwerer 
als Amalgam zu gewinnen sein, als Kalk. Werden beide, Ca und Mg, 
zusammen der Elektrolyse unterworfen, so wird Ca zum Teil als un- 
lésliches Hydroxyd abgeschieden. 
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Unsere Aufgabe ist nun, vor allem die Metalle in Amalgam zu 
iiberfiihren, sodann das gebildete Amalgam aus dem Bereich der Unter 
suchungsfliissigkeit rascher wegzuschaffen. Durch die Geschwindig- 
keit der Amalgamentfernung soll die Bildung einer héheren Amalgam 
konzentration verhindert werden, denn sonst laufen wir — wie gesehen - 
Gefahr der Abscheidung des Amalgams in fester Form; ferner wird 
durch die Amalgamkonzentration auch der Wirkungsgrad des Stromes 
herabgesetzt, denn die Zersetzungsspannung des Amalgams wirkt 
dem Strome entgegen. Die Hildebrandzelle entspricht diesen For- 
derungen nicht vollkommen. Wir haben die Aufgabe durch die Kon 
struktion des folgenden kleinen Apparates zu lésen versucht. Die 
hier zu beschreibende Form hat sich nach verschiedenen Modifikationen 
herausgebildet. 

















Abb. 1. 


Zwei dicht nebeneinander stehende Glasrohre sind mit einer weiten 
Offnung untereinander verbunden. Die unteren Enden sind folgender- 
maBen ausgebildet: das linke Rohr hat eine Verjiingung, welche zur 
Aufnahme eines diinnen Gummischlauches dient ; das rechte ist unterhalb 
der verbindenden Seitenéffnung ebenfalls verjiingt und tragt einen 
Glashahn; auBerdem hat es dicht unterhalb der Verjiingung eine schrig 
nach unten gerichtete Vergabelung, welche durch einen entsprechenden 
Gummischlauch mit einem kleinen Trichter in Verbindung steht, so 
daB der Trichter sanft gehoben und gesenkt werden kann. Das linke 
Rohr mit Hg beschickt, dient als Anode; die Zuleitung wird durch einen 
in ein mit* Hg gefiilltes Glasréhrchen eingeschmolzenen Platindraht 
besorgt. Auf der rechten Seite befindet sich die ebenfalls durch Queck- 
silber gebildete Kathode, deren Zuleitung in den Trichter hineinhangt. 
Oberhalb beider Quecksilberoberflachen ist die Untersuchungsfliissigkeit 
anzubringen. Es kénnen etwa 5 bis 10 ccm Fliissigkeit untersucht 
werden. 

In diesem Apparat erfolgt die Elektrolyse folgendermaBen: bei 
geschlossenem Strom bildet sich das Amalgam in dem rechten Rohre 
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an der kleinen Hg-Oberfliche; wird nun durch den Hahn ein kleiner 
Durchtritt dem Quecksilber erméglicht, so tropft Hg unten ab und 
verschiebt sich dadurch die aktive Oberfliche stindig und das gebildete 
Amalgam wird fortlaufend nach unten mitgefiihrt. Das abtropfende Hg 
wird vom Trichter aus dauernd ersetzt und somit ist die Kathode durch 
eine flieBende Quecksilbersiule dargestellt, welche am aktiven Punkt 
immer aus einem frischen, amalgamfreien bzw. amalgamarmen Queck- 
silber besteht. Das abtropfende amalgamhaltige Hg wird unten in 
einem GefaB aufgefangen? sodann zersetzt und aus der Menge der 
gebildeten Lauge die Kationen berechnet. 

So einfach und iibersichtlich diese Anordnung in ihren Grund- 
sitzen erscheint, so sind manche Einzelheiten der Arbeit doch aus- 
schlaggebend. Wir wollen nun auf diese niher eingehen. 


Der Strom wurde aus der StraBenleitung (220 Volt Gleichstrom) 
entnommen. Neben geeigneten Widerstanden wurde auch ein Galvano- 
meter eingeschaltet, so daB wir im beliebigen Moment Spannung oder 
Intensitat messen konnten. Die Ablesungen wurden in 10 bis 15 Minuten 
wiederholt (Schaltung s. in Abb. 2). 


FM a 








Abb. 2. 


Am Anfang der Elektrolyse hatten wir einen Strom von 140 bis 
160 Volt und 0,1 bis 0,2 Amp. Wahrend der Elektrolyse sanken beide 
bis zu 40 bis 80 Volt und 0,02 bis 0,008 Amp. Die Verringerung des 
Stromes im Laufe des Versuches riihrt von der Verarmung der Fliissig- 
keit an geléster Substanz her, und deshalb kann sie als Indikator fiir 
die abgelaufene Reaktion betrachtet werden. Dementsprechend haben 
wir die Elektrolyse gewohnlich so lange fortgefiihrt, bis sich die Intensitat 
nicht mehr verkleinerte. Das dauerte 40 bis 80 Minuten. Die anfangs 
bis zu 90 bis 100°C erwarmte Fliissigkeit kiihlte sich dabei allmahlich ab. 

Die Anode. Anfangs haben wir eine Platinanode verwendet. Es 
stellte sich aber bald heraus, daB sie unbrauchbar ist. Das frei werdende 
Chlor reagiert mit dem Wasser unter Bildung von HCl und HOC, 
so daB die Fliissigkeit sauer reagierte : die Saure verhindert die Amalgam- 
bildung und zerstért das bereits gebildete Amalgam, so da wir auf 
diese Weise nur 50 bis 87°, des Na aus einer Lésung herausgewinnen 
konnten. Wir gingen sodann auf den Gebrauch einer Silberanode 
iiber, ahnlich wie in der Hildebrandschen Zelle. Sie versagte ebenfalls. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 8 
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Es hat sich endlich das Hg als Anode bewahrt, aber auch nur unter 
tinhaltung gewisser Vorschriften. Nach Beginn der Elektrolyse 1ab6t 
sich folgendes an der Hg-Anode bemerken: es entsteht eine schwarze 
kérnigporése Masse, welche die Hg-Oberflache bedeckt. Es handelt 
sich offenbar um HgCl und Hg,O. Es ist nun sehr wichtig, daB dieser 
schwarze Niederschlag so reichlich entsteht, daB er die Hg-Oberflache 
vollstaindig bedeckt und dem Strome ein grofes Hindernis bereitet. 
Er ist deswegen dauernd abzuschaffen. Wir bedienten uns dazu einfach 
eines Glasstabes, mit welchem der Niedtrschlag 6fter unter die 
Oberflache gedriickt wurde. Dieses Vorgehen bedeutet die einzige 
Umstindlichkeit unserer Methode, doch hielten wir es fiir tiberfliissig, 
dasselbe mit einer mechanischen Einrichtung zu ersetzen. 


Das Quecksilber. Beim dauernden Tropfen des Hg haben wir mit 
einer gréBeren Menge desselben zu rechnen. Wir verbrauchten in 
einem Versuch etwa 1 kg. Dieses geht natiirlich nicht verloren, denn 
es wird nachher weiter verwendet. Es ist selbstverstindig peinlichst 
auf die Reinheit des Quecksilbers zu achten: wir reinigten es nach 
jedem einzelnen Gebrauch durch Waschen mit HNO, und HCl. 


Die Zersetzung des Amalgams. Wie gesagt, zersetzt sich das Amalgam 
in Gegenwart von Wasser unter Bildung von Hydroxyden, jedoch 
liuft diese Reaktion erst in langer Frist vollstandig ab. Nach unseren 
Versuchen braucht man dazu etwa 20 Stunden. Eine Beschleunigung 
der Zersetzung kann auf zweierlei Weise geschehen. Es ist vor allem 
iiblich, den Vorgang durch kohlefreies Eisen oder Nickel zu katalysieren ; 
hingt man in das Quecksilber ein Stiick dieser Metalle so ein, dab 
ein Teil in das dariiberstehende Wasser zu ragen kommt, so lauft die 
Zersetzung rascher ab. Dieser Vorgang kommt nach Foerster (15) dadurch 
zustande, daB sich das Metall in winzigen Spuren in der Lauge bzw. dem 
Amalgam auflést, um lauter kleine, die Zersetzung férdernde Elemente 
zu bilden (naheres bei Foerster). Leider laBt sich aber diese Katalyse 
in unserem Falle kaum anwenden. Die genannten winzigen Spuren 
lassen sich vom Quecksilber nur durch Destillation entfernen, welche 
beim Siedepunkt von 357°C des Hg sehr umstandlich ist. Verbleiben 
diese Spuren im Hg, so kann es zum zweiten Male nicht mehr gut 
gebraucht werden, denn ihre Amalgam zersetzende Eigenschaft hindert 
die Amalgambildung und dadurch die erschépfende Elektrolyse. 


Ein zweiter Vorgang wire die Anwendung von Siure anstatt 
Wasser. Wir haben dieses Verfahren sehr hiufig angewendet, jedoch 
mit nicht befriedigendem Erfolg. Der gefundene Kationengehalt 
liegt immer tiber dem Sollwert. Obwohl wir in der Literatur tiber die 
Zusammenwirkung von Hg und HCl keine Angaben vorfinden konnten, 
muBten wir dieselbe doch einer besonderen Untersuchung unterwerfen ; 
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es stellte sich tatsaichlich heraus, da8 mit der Zeit ein Teil der Siaure 
neutralisiert wird. So konnten wir von 20cem n/10 HCl -nach 
I\8stiindigem Stehen tiber Hg nur 19,77 cem zuriickgewinnen. In 
weiteren Versuchen haben wir auch erheblichere Verluste  vor- 
gefunden. Wir fanden im allgemeinen, daB der HCl-Verlust mit 
der GréBe der Oberflache und mit der Zeit waichst. Auf eine Zusammen- 
wirkung beider Substanzen la8t sich tibrigens auch schon aus der 
Veranderung der Hg-Oberflache schlieBen, welche nach 18 bis 20 Stunden 
mit einer diinnen, grauen Schicht bedeckt erscheint. Gewif riihrt 
diese H Cl-Zehrung des Quecksilbers von Verunreinigungen oder Oxyden 
her, ihre Entfernung ware aber beim fortlaufenden Gebrauch desselben 
Quecksilbers viel zu umstandlich. Aus den angefiihrten Griinden 
sind wir in unseren weiteren Versuchen auf die Anwendung des 
destillierten Wassers zuriickgegangen und lieBen das Wasser bis zum 
folgenden Tage, also etwa 16 Stunden lang iiber dem Hg stehen. Um 
den Vorgang doch vollstandiger zu gestalten, haben wir am rechten 
Rohre eine Kapillare angebracht, durch welche das Hg in einem diinnen 
Strahl das vorgelegte Wasser durchsetzen muBte, der Amalgam- 
zersetzung schon wahrend der Elektrolyse giinstige Bedingungen 
darbietend. (Diese Kapillare hat auBerdem eine besondere Rolle in 
der Elektrolyse des Ca bzw. Ca-haltiger Fliissigkeiten, z. B. Blutserum. 
Naheres s. weiter unten.) 

Anfangs titrierten wir direkt tiber dem Quecksilber. Da es sich 
jedoch herausstellte, daB die Salzsiure durch Hg gebunden wird, so 
gingen wir auf die Trennung des Quecksilbers von der Fliissigkeit ein. 
Dies geschah in einem besonderen Scheidetrichter. Nach Ablassen 
des Hg fast bis zum letzten Tropfen wurde eine abgemessene Menge 
n/10 HCl in den Trichter gebracht, so daB die vorher alkalische Fliissig- 
keit nunmehr sauer reagierte. Diese Ansiuerung hat besonders bei 
der Ca-Elektrolyse eine Bedeutung. Die Zuriicktitrierung wurde mit 
einer n/10 Lauge in diesem Scheidetrichter unter Alizarinindikator 
vorgenommen. Die Priifung der Brauchbarkeit dieser Methode wurde 
zunachst mit der Elektrolyse der wichtigsten Kationen (Na, K, Ca), 
sodann mit ihren Kombinationen ausgefiihrt. 

Ergebnisse. Wie aus Tabelle I ersichtlich, 1aBt sich das Na und K 
mit einem Fehler von unter 1°, zuriickgewinnen. Die Versuche mit 
einer n/10 KCl-Lésung sollen zugleich als Demonstration fiir die Be- 
deutung der Zeit dienen, nach welcher die Titrierung vorzunehmen ist, 
um gute Resultate zu erhalten. Man sieht, da8 eine friihzeitig durch- 
gefiihrte Titrierung zwar hier und da ganz annehmbare Zahlen liefert, 
daB jedoch dadurch haufig groBe Fehler entstehen. Je spiter die 
Titrierung erfolgt, desto genauer und auch zuverlissiger sind die Re- 
sultate. 


R* 
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Versuch Lisung ree oe Abgebrochen mit nach Gefunden Fehler 
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64 5,06 NaCl 40 60 6,0020 20 
65 5,06 40 85 0,0035 18 


4,98 K 40 76 ~—-0,0029 3 
4.98 80 76 «0,008 4 
4,98 40 70 | 0,0026 4 
4,98 80 67 —-0,0026 14 
4,98 80 55 (0,018 15 
4,98 122 —-0,0088 15 
4,98 123 0,007 15 
4,98 80 0.0084 17 
4,98 107 —-0,0049 22 
4,98 98 0,0042 22 


5 CaCl, 70 ~~ -0,0030 13 5,00 
64  —0,0024 14 | 5,03 
“a 120 0,012 14 5,08 


5 Ca-, K-, Na- 83 0,0036 16 4,99 
Chlorid 

Dasselbe 60 0,0027 16 4,95 

" 83 0,0036 16 5,03 

‘ 68 0,0025 15 4,97 

60 0,992 15 5,00 
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Die gréBten Schwierigkeiten wurden uns vom CaCl, bereitet 
Wie bereits erwahnt, laBt sich Ca ziemlich schwer in Amalgam iiber- 
fiihren. AuBerdem bemerkten wir, da’ sofort nach dem Abtropfen 
des Quecksilbers auf der Hg-Oberflache sich ein grauer Belag aus- 
gebildet hat, welcher in HCl léslich ist. Die Lésung erfolgt aber nicht 
unter Gasbildung, wie beim Na- oder Ka-Amalgam. Diese Substanz 
ist vermutlich Calciumnitrid, welches sich auf der Oberflache des 
elementaren Ca durch die Einwirkung der Luft entsteht (Schmidt). 
Diese Umsetzung wird dadurch erleichtert, da das Ca-Amalgam zu- 
folge seines geringeren spezifischen Gewichtes auf die Oberflache des 
Quecksilbers strebt. Diese Verbindung lést sich zwar in HCl auf, 
neutralisiert aber die Salzsiure nicht und fiihrt zu Verlusten im Er- 
gebnis. Die Abbilfe wurde nun durch die Einfiihrung des oben be- 
schriebenen Kapillaransatzrohres herbeigefiihrt, welches dicht an der 
Hg-Oberfliiche im Wasser miindend den Zutritt von Luft fast gianzlich 
verhindert. Mit dieser Einrichtung und mit gewissen auf diesen Punkt 
gerichteten Kautelen laBt sich auch Ca mit befriedigender Genauigkeit 
(0,6 °%, Fehler) bestimmen. 


Nachdem wir mit den einzelnen Salzlésungen befriedigende Er- 
gebnisse erzielt haben, gingen wir auf die Analyse ihrer Mischungen 
iiber. In den Versuchen der Tabelle I haben wir 5 ccm eines Gemisches 
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von nj/10 NaCl, KCl, CaCl,, welches die drei Salze in gleichem Ver- 
haltnis enthielt, der Elektrolyse unterworfen. Die Ergebnisse sind, 
wie aus der letzten Spalte ersichtlich, befriedigend. 

Die aus dem Amalgam gewonnene Salzlésung wurde auch mit 
direkter Analyse einer Kontrolle unterworfen. So haben wir z. B. im 
Versuch 72. Ca gefunden: 0,11, 0,12, 0,11 mg. Sollwert: 0,14 mg. 

K * 0,35, 0,36, 0,39 ,, - 0,36 ,, 
Versuch 73. Ca 0,16, 0,17, 0,16 ,, = 5) oo 
K if 0,40, 0,42, 0,44 ,, s 0,41 ,, 


Diese Kationen waren also mit befriedigender Genauigkeit als 
Amalgame zu isolieren und aus dem Amalgam zuriickzugewinnen. 
Die Leistungsfahigkeit unserer Methode soll noch durch einen Vergleich 
unserer Resultate mit denen von Hildebrand und McCutcheon (16), 
welche sie mit der Hildebrandschen Zelle gewonnen haben, demonstriert 
werden. Tabelle II zeigt, daB unser Verfahren mindestens das gleiche, 
mitunter auch noch mehr zu leisten vermag. 


Tabelle II. 





Ab- Gefunden 


Versuch gemessen Differenz 


Nr. mg mg mg 


(a Hildebrand und McCutcheon ... . - / 27,2 0,6 
- ea i ae te 3 28,0 + 0,2 
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= ‘“ CT te oe eee ) 19.4 19,5 
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vs is ‘a 2 eee Ge a 19,4 195 4 

Na Hildebrand und Mc Cutcheon a? 23,1 23,3 + 0,2 
‘ . a -e ae 34,3 34,3 + 0,0 
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Se ee 64 11,6 11,7 + 0,1 
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In weiteren Versuchen werden wir trachten, die hier beschriebene 
Methode auch auf biclogisch wichtige Fliissigkeiten (Blutserum usw.) 
anzuwenden. 
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Uber einen 
Anhydridkomplex aus Edestin, der die Hexonbasen enthilt. 


Von 
N. J. Gawrilow und M. M. Botwinik. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der ersten Universitat 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 


Auf Grund zahlreicher Untersuchungen der letzten Jahre kann 
man sich die Struktur der EiweiBkérper nicht als eine einférmige 
Polypeptidkette (so wie es Fischer meinte) vorstellen, sondern als eine 
Art Polyeder. Seine Flachen sollen aus verschiedenen labilen und 
stabilen Bindungen gebildet sein, die dank ihrer Beweglichkeit die 
Eigenschaften des EiweiBes, d. h. die Elemente des Lebens erméglichen. 
So traten in unseren Vorstellungen anstatt der langen Polypeptidketten, 
die sich durch ihren Charakter und die Anzahl der Aminosauren unter- 
scheiden, verschiedene ringartige Verbindungen vor. Ihr qualitatives 
und quantitatives Verhaltnis in verschiedenen Proteinen soll von 
den Eigenschaften und biologischen Funktionen des Eiweibes ab- 
hangig sein. 

In den GeriisteiweiBen ist eine Anzahl stabiler Diketopiperazine 
mit bestandigen Ketofunktionen zu erwarten. In den Eiweifistoffen, 
die einen direkten Anteil an den physikalisch-chemischen Vorgangen 
der Zelle nehmen, sind dagegen Enolformen der Diketopiperazine, 
Bergmanns Isodiketopiperazine und kleine Polypeptidketten zu er- 
warten. Es gelang aber, bei der analytischen Untersuchung des Ei- 
weiBes nur die Derivate der Monoaminosaiuren aus dem komplizierten 
Gemisch herauszuschalen. Dasselbe gilt auch bis zu einem gewissen 
Grade fiir die synthetischen Untersuchungen. Die Gruppe der Mono- 
aminosaéuren und ihren Derivaten ist also am meisten studiert. 

Was die Hexonbasen anbetrifft, so ist die Herstellung und Unter- 
suchung ihrer Derivate nur in geringem Mae durchgefiihrt worden. 
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Obwohl Kossels' Theorie, welche die Hexonbasen als Kern des Eiweils 
molekiils betrachtet, eine positive Anerkennung nicht bekommen hat, gibt 
es doch bis jetzt keine Tatsachen, die -diese Theorie vollstandig wider 
legt hatten. 

Wir glauben demnach, da die Erlauterung der Anhydridbindungen 
der Hexonbasen ein Licht auf diesen wichtigen und interessanten Punkt 
im Bau des EiweiBmolekiils werfen kann. 

Nachdem Fischer* die Dipeptide und Anhydride des Histidins und 
Lysins synthetisch dargestellt hatte und Pauly* die Eigenschaften des 
Histidinanhydrids untersucht hatte, waren die Verfasser erst in den letzten 
Jahren zu der Notwendigkeit gekommen, die Derivate der biologisch so 
wichtigen Hexonbasen zustudieren. Im Jahre1925synthetisierten Haverstadi 
und Fricke* Alanylhistidin. Glycylhistidin wurde von Bergmann und 
Zervas® erhalten. Die Darstellung des Arginylarginins und des ent- 
sprechenden Anhydrids war mit gréBeren Schwierigkeiten verbunden. 
Es gelang Fischer nicht, nach der iiblichen Methode sie zu bekommen, und 
erst Bergmann und Koster® haben sie auf ganz anderem Wege dargestellt. 
Die Verfasser gingen dabei von Arginin und dem az-Lacton der a-Amino- 
zimtséiure aus. 

Die Eigenschaften der Derivate der Hexonbasen, welche die analytischen 
Versuche erméglichen, sind nur wenig bekannt. Die Anhydride sind in 
alkalischer Lésung unbestandig. Arginylargininanhydrid’? spaltet sich 
schon unter dem Einflu8 der eigenen Alkalitaét zum Dipeptid auf. Alle 
Anhydride werden durch Phosphorwolframsaure gefallt. Die Farb- 
reaktionen, die Oxydation und Reduktion der Derivate der Hexonbasen 
sind aber bis jetzt nicht untersucht worden. 

Um die Isolierung der Derivate der Diaminoséuren zu erméglichen, 
wurden, hauptsachlich von Kossel und seiner Schule, analytische Unter- 
suchungen durchgefiihrt. Es gelang aber den Verfassern meistens nicht, 
die Arbeit zu Ende zu fiihren, d. h. die Verbindungen zu isolieren und zu 
identifizieren. Es wurden nur einzelne Fraktionen dargestellt, deren Zu- 
sammensetzung nach der Stickstoffverteilung, dem Molekulargewicht usw. 
beuarteilt wurde. So erhielten Kossel und Mathews* bei der tryptischen 
Verdauung des Sturins einen Komplex, der von Hexonbasen Histidin 
und Lysin enthielt. 

Ferner isolierten Levene und Bichard® Arginylglutaminséure aus 
Glutinkyrin. Im Jahre 1920 hydrolysierte Gross Clupeinsulfat und erhielt 
dabei aus alkoholischer Lésung durch Umfallen mit Phosphorwolframsaéure 
eine Fraktion, die ungefaihr 3°, Aminostickstoff enthielt. In Zusammen- 
hang mit Kossels Anschauungen iiber den Bau der Protamine nimmt 
Gross an, daB die dargestellte Verbindung ein Argininanhydrid ist, das 
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. 167, 91, 1927; 178, 259, 1928. 

. 178, 259, 1928. 
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sich unter dem EinfluB hoher Temperatur und dem Druck gebildet hatte. 
Falls diese Voraussetzung richtig ist und Gross wirklich einen Anhydrid 
isoliert hat, wird es doch schwer sein, seiner Folgerung iiber die sekundire 
Bildung des Ringes zuzustimmen. Es erwies sich aus den Arbeiten Abder- 
halden und Komms', Zelinsky und Gawrilows*, daB die Anhydrisierung im 
Autoklaven nur dann stattfindet, wenn die Siuremenge weniger als ein Mol 
pro Mol EiweiBstickstoff ist. In der Arbeit von Gross ist sie gréBer. Ferner 
untersuchte Haurowitz* das Globin des Blutes und isolierte mittels Hg, SO, 
eine Fraktion, die von den Diaminoséuren Histidin enthielt. Das Verhiltnis 
zwischen Amino- und Gesamtstickstoff vor und nach der Hydrolyse wies 
auf eine Peptidbindung der Aminoséuren. Endlich erhielten Kossel und 
Staudt* mittels Flaviansiéure eine argininhaltige Fraktion, als sie mit dem- 
selben Clupeinsulfat wie Gross arbeiteten. Dem Molekulargewicht und 
NH,/N-Verhaltnis nach nahmen die Verfasser an, da®B sie ein Gemisch aus 
Argininpeptid und Arginin isoliert hatten. 

Dieses Material weist auf eine séureamidartige Verkniipfung der 
Diaminosaéuren im Eiwei8. Es bleibt aber die Frage offen, ob die Hexon- 
basen im EiweiB hauptsachlich Polypeptidketten oder Ringe bilden. 

Die Untersuchung der Diaminosiureverbindungen im Eiweib 
ist noch deswegen interessant, weil die Hexonbasen nebst den a-N H,- 
Gruppen noch andere basische Radikale enthalten, die selbst sehr 
aktiv sind. Die quantitativen Untersuchungen einiger Eiweibe, haupt- 
sichlich der Protamine, beweisen, dab diese basischen Gruppen keinen 
Anteil am Bau der Proteine nehmen. Besonders ausfiihrlich wurde 
Sturin® untersucht. | 


Es war aber zu vermuten, da die basischen Radikale der Diamino- 
siuren in einigen Fallen am Bau der Grundkonfiguration der Eiweib- 
molekiile teilnmehmen und manchmal in dem EiweiBmolekiil verborgen 
sind und sich erst nach der vollstandigen Hydrolyse bemerkbar machen. 
Wir beobachteten auch solch eine Erscheinung. Es gelang uns sicherlich, 
Histidin zu finden, dessen imidazolische Funktionen durch irgend- 
welche Bindungen maskiert waren und erst nach vollstindiger Hydrolyse 
deutlich hervortraten. 


Dieses Material weist deutlich darauf hin, da die Untersuchung 
der Derivate der Diaminosiiuren und ihrer Anordnung im Eiweil 
eine wichtige Aufgabe der Proteinchemie werden soll. 

In dieser Arbeit haben wir einen Versuch gemacht, den Weg dazu 
anzudeuten. Sie dient bloB als Orientierung zur weiteren Untersuchung. 
Wir haben uns bemiiht, die besten Bedingungen fiir die Hydrolyse 
und die Isolierung zusammengesetzter Abbaustufen der Diaminosiuren 


1H. 184, 121, 1924; 189, 1, 1924. 

2 Diese Zeitschr. 182, 11, 18, 1927. 

3-H. 164, 41, 1927. 

4H. 170, 91, 1927. 

5 H. 48, 502, 1905; 78, 402, 1912; B. 48, 2243, 1912. 
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zu finden. Im Zusammenhang mit neuen Anschauungen iiber den Bau 
der EiweiSkérper interessierten wir uns in erster Reihe dafiir, ob dic 
Hexonbasen im EiweiB als Ringbildungen -—- Diketopiperazine 
auftreten. 

Experimenteller Teil. 

Wie bekannt, ist Edestin einer der leicht zuginglichen Eiweif- 
kérper, der ziemlich viel Hexonbasen enthalt. 

Bei der tryptischen Verdauung des Edestins erhielten Abder- 
halden und Komm' Glycyl-Prolin-anhydrid. 

Edestin wurde nach Osborne dargestellt. Es enthielt 17,8°, 
Gesamtstickstoff; NH,/N war 3,4°%. 

Einer von uns (Gawrilow, unveréffentlichte Untersuchungen) 
hat in einem Versuch gezeigt, daB bei der Autoklavenhydrolyse nach 
Zelinsky in neutralen Lésungen die EiweiBstoffe schwach hydrolysiert 
werden, ohne daB dabei eine Anhydrisierung vor sich geht. Wir haben 
deshalb versucht, da wir keine Sauren einfiihren wollten, Edestin 
in einer wasserigen Lésung bei 180° und 10 Atm. im Laufe von 3 Stunden 
zu hydrolysieren. 

Das Hydrolysat des Edestinsulfats war schwach alkalisch, die 
Biuretreaktion positiv. Das EiweiB war dabei nicht véllig hydrolysiert. 
Weitere Erwarmung konnte zur Zersetzung des Arginins fiihren, deshalb 
muBten wir im folgenden die Hydrolyse in tiblicher Weise, also in 
1%, iger schwefelsaurer Lésung durchfiihren. 

Ein Gemisch von 10%, Edestin und 90% 1°%iger H,SO, wurde 
in einem Erlenmeyerkolben im Autoklaven bei 180° und 10 Atm. 
3 Stunden lang erhitzt. Nach dem Offnen des Autoklaven ergab es 
sich, da das EiweiB nicht vollig gelést war. Die Lésung war hellbraun, 
die Reaktion sauer. Die Biuretreaktion fiel positiv aus. Das Gemisch 
wurde noch 3 Stunden lang im Autoklaven erhitzt. Nach der zweiten 
Erwarmung war fast das ganze EiweiB gelést, am Boden blieb nur ein 
dunkler, feiner Niederschlag. Die Biuretreaktion war schwach rosa. 

Das Gemisch wurde noch 3 Stunden erhitzt, worauf die Biuret- 
reaktion negativ wurde, der dunkle Niederschlag blieb aber unverandert. 

Die Bestimmungen des Stickstoffverhaltnisses NH,/N in den 
sechs- und neunstiindigen Hydrolysaten bewiesen, daB es nur wenig 
verindert war. Stickstoffverhaltnis im sechsstiindigen Hydrolysat 
NH,/N 39,0, im neunstiindigen Hydrolysat NH,/N 42,6. 

Diese Vorversuche gaben uns die Méglichkeit, die Hydrolyse 
des Edestins in 1 %iger H,SO, im Autoklaven bei 180° und 10 Atm. 
im Laufe von 6 Stunden auszufiihren. Bei diesen Bedingungen verlauft 
die Hydrolyse milder als bei der gewéhnlichen Spaltung des Eiweibes 


2H. 145, 308, 1925. 
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nach Osborne) mit konzentrierten Siuren. Der Aminostickstoff wachst 
dabei nur gering an. Leider nimmt der Gehalt des Ammoniakstickstoffs 
stark zu, was auf eine mégliche Desaminierung deutet. 





°/, des Stickstoffs des 
NH,/N NH3/N Phosphorwolframnieder- 
schlags zum Gesamtstickstoff 


Hydrolyse nach Zelinsky 16,18 20,91 36,4 
“ » Osborne 52,04 9,99 36,66 


Die Ubereinstimmung des Stickstoffs der phosphorwolfram- 
sauren Niederschlage ist wahrscheinlich zufallig. Der Niederschlag 
aus dem Hydrolysat nach Zelinsky enthielt bedeutsame Mengen der 
Monoaminosauren, die mit den Hexonbasen in Anhydridringen ver- 
kniipft waren. Ein Teil der mit Monoaminosiuren verketteten Hexon- 
basen fiel mit Phosphorwolframsaure nicht aus. 

Die Hydrolyse. 180g Edestinsulfat (in 2 Portionen von 90 g) 
wurden mit 1800 cem 1 °igem H,S0O, im Autoklaven bei 180° 6 Stunden 
gespalten. Das Hydrolysat war rotbraun gefarbt, die Biuretreaktion 
negativ. 

Das Verhaltnis zwischen dem Amino- (nach Sdérensen), Ammoniak- 
und Gesamtstickstoff war folgendes: 

NH,/N = 15,57, 
NH,/N = 20,7. 

Um die Hexonanhydride auszuscheiden, wurde das Hydrolysat 
mit H,SO, angesdiuert und nach Kossel und Kutscher mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt. Die Methode wurde etwas in der Hinsicht ver- 
indert, daB die Ausscheidung in 3°,iger Lésung des Hydrolysats 
statt 1,5°%iger (auf Eiwei8 berechnet) ausgefiihrt wurde. Nach 
24 Stunden wurde der phosphorwolframsaure Niederschlag abfiltriert 
und sorgfaltig mit 4°,iger H,SO, ausgewaschen. 

Um die Phosphorwolframsiure und H,SO, zu entfernen, wurden 
der Niederschlag sowie auch das Filtrat und die Waschwasser mit 
einem Uberschu8 an Ba(OH), versetzt. 

Die Barytniederschlage wurden abgesaugt und mit Wasser, das 
Ba(OH), enthielt, ausgewaschen. Zur Entfernung des Ba(OH),- 
Uberschusses wurden die Filtrate (A) und (B) mit H,SO, behandelt 
und die BaSO,-Niederschlage abgesaugt. 

Die Filtrate wurden bei vermindertem Druck bis zu einem kleinen 
Volumen eingedampft. 

Die Lésung A, die die Monoaminosauren enthielt, schaumte beim 
Eindunsten nicht. Beim Abkiihlen fiel ein kristallinischer Niederschlag 
aus. Die Ninhydrin- und Pikrinsdurereaktionen waren positiv. 
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Die Lésung B (Hexonbasen) schiumte beim Eindampfen seh: 


stark. 


Schon bei geringer Konzentrierung fiel ein kristallinische: 


Niederschlag aus, der in Alkali und Wasser sich leicht liste. Die Lésung 


wurde bis zum Trocknen eingedampft. 


Es blieb ein kristallinische: 


hellgelber Riickstand, der leicht in Pulver zerrieben werden konnte 
Die Ninhydrinreaktion fiel erst nach langerem Erwarmen positiv aus 
Die Pikrinsaurereaktion war positiv. Das Verhaltnis NH,/N + NH,/N 


= 30,68 %,. 


Tabelle I. 





Extraktionsmittel 


Kssigather 


Chloroform 


Ather (BaC Os) 


Essigather 
(BaC Os) 


Benzol (BaC O03) 


Chlorathylen 
(BaC Os) 


Lisung A 


4.5 ¢ kristallinischer hellgelber 
Substanz. Die Reaktionen: 
Ninhydrin . _ 
Millon Bae ee 
Pikrinsaure . schwach 
Diazoreaktion .... - 
og a aire, 
ee ses ls a 
ees S27 Ve 
Enthielt keinen Aminostickstoftf 
nach Sdérensen. Die Substanz 
schied sich aus dem Extrakt nur 
nach starkem Eindunsten aus. Sie 
liste sich leicht in Alkohol. Aus 
Hexonbasen war Histidin vor- 
handen. 


Ein geringer, dunkel gefarbter 
Riickstand. Die Reaktionen: 

Ninhydrm. .....— 

Pikrinsaure ..... + 

Millon. See te 

Naheres wurde nicht unter- 
sucht. 


Ein geringer, deutlich kristal- 
linischer Riickstand, der mit 6l- 
artiger Substanz verunreinigt war. 
Kin Geruch nach Pyrrolbasen. 
Die Reaktionen: 

>. Re ee 

nn i a ce 

Pikrinsaure ..... — 


Ein feiner, kristallinischer, in 

Kssigather sich schwer lésender 
| Rickstand. 
Dunkles 01 in geringer Menge. 
| Deutliche Nadeln in geringer 
Menge, die sich sehr leicht in 
Chlorathylen losten. 

Ninhydrinreaktion. . . — 
| Pikrinsaurereaktion schwach 


Lisung B 


2,0 g Substanz, die viel 
harzige Substanz enthielt 
Die Reaktionen: 

Ninhydrin. ... — 

Pikrinsaure schwach 

POM sc i ao — 

a © 

Aus den Hexonbasen 

war Arginin vorhanden. 


Ein geringer harziger 


Rickstand 


Desgleichen wie in der 
Losung A. 


Ein kristallinischer, hell- 
gelber Rickstand. 


Desgleichen wie in der 
Lésung A. 


Desgleichen wie in der 
Lésung A. 


Lost 
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Die beiden Lésungen wurden mit verschiedenen organischen 
Losungsmitteln aus wasserigen und schwach alkalischen (BaCQ,)- 
Losungen extrahiert. 

Es wurde mit folgenden organischen Lésungsmitteln extrahiert. 

SO ee eee ae ee eee ee 
2. Chloroform ......+++++++++s 4 ” 
3. Ather (schwach alkalische Lésung BaCO,). . 25 Tage 

Essigather (schwach alkalische Lésung BaCO,) 3 Wochen 
Benzol (schwach alkalische Lésung BaCO,) . 5 Tage 

. Chlorathylen (schwach alkalische Lésung BaCO,) 2 Wochen 

17 Wochen 

Das Lésungsmittel wurde durchschnittlich jede 5 Tage erneuert 
und bis zu einem kleinem Volumen zuerst auf einem Wasserbad, dann 
im Vakuum eingedunstet. SchlieBlich erhielten wir kristallinische 
Fraktionen meistens in sehr geringen Mengen. Ihre Charakteristik 
ist in vorstehender Tabelle I zusammengestellt. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, waren die Extraktmengen 
sehr gering und es konnten nur diejenigen untersucht werden, die 
aus Essigather erhalten waren. 


Untersuchung der Essigitherextrakte. 
Extrakt aus der Lésung B (Hexonbasen). 


II. Fraktion. 


Nach dem Abdestillieren des Essigiithers und Trocknen im Vakuum 
erhielten wir ungefahr 2g einer gelben kristallinischen Substanz. 
Die Pikrinsaurereaktion war positiv, die Ninhydrinreaktion negativ. 
Die Substanz wurde im Autoklaven mit 10°, iger H,SO, hydrolysiert. 
Das Hydrolysat mit KOH neutralisiert und bis zu einem kleinen 
Volumen eingedampft. Obwohl die Millonreaktion positiv war, fiel 


Tyrosin auch bei langerem Stehen nicht aus. In der Lésung wurde 


der Gesamtstickstoff bestimmt. Darauf wurde die Lésung mit 10 °,iger 
H,S0O, angesauert und nach Kossel und Kutscher mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. In dem Niederschlag und dem Filtrat wurde der Gesamt- 
stickstoff bestimmt. 
Verhaltnis zwischen dem Stickstoff des Phosphorwolfram- 
saure-Niederschlags und Gesamtstickstoff. .. . . . . 35,4%, 


SN a EO SS a eS a wwe we we ORS 


95,8 ° 


Die Untersuchung des phosphorwolframsauren Niederschlags. Der 
phosphorwolframsaure ,,Niederschlag‘*, aus dem die Phosphorwolfram- 
siure mittels Ba(OH), entfernt war, wurde auf 500 ccm gebracht. 
In zwei Portionen zu 25 ccm wurden zwei Bestimmungen des Gesamt- 
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stickstoffs ausgefiihrt. Die iibrige Lésung wurde mit Silbersalze) 
nach Kossel und Kutscher gefallt. SchlieBlich erhielten wir drei Lésungen 
(von 100 ccm), in welchen der Gehalt an Hexonbasen und Ammoniak 
nach der Gesamtstickstoffbestimmung ermittelt wurde. 


Die Verteilung des Stickstoffs. 





In 25 cem der Lisung sind enthalten 





In °/5 zum 


ed Gesamtstickstoff 


Gesamtstickstoff. ...... 2,436 a 
EN ag ae a Oe ene 0,0529 2,168 
EMIS Pe cee Pear pe ees eee 0,1221 5,013 
MR 6 aa 8S iy teed? oD 1,134 46,55 
ne; 2 Se Ss a 0,8836 36,27 


90,001 


Die Stickstoffbestimmungen waren nach Mikrokjeldahl ausgefiihrt. 


Die Untersuchung des phosphorwolframsauren Filtrats. Nach 
dem Entfernen der Phosphorwolframsiure und des Baryts wurde 
die Lésung bis zu einer sirupésen Konsistenz bei vermindertem Druck 
eingedampft und zweimal verestert. 

Die Lésung enthielt kein Glykokoll. Darauf wurden die Ester 
mittels KOH und K,CO, in Freiheit gesetzt, der Ather im Vakuum 
abdestilliert und der Riickstand in einem zugeschmolzenen Rohr im 
Autoklaven wahrend zweistiindiger Erwarmung bei 180° anhydrisiert 

Es entstand ein dunkelbrauner kristallinischer Niederschlag, 
der aus Alkohol dreima] umkristallisiert wurde und mikroskopisch 
sich als fast gleichartig erwies. Die Substanz hatte keinen konstanten 
Schmelzpunkt. 

Aus der Analyse folgt, daB die Fraktion II hauptsichlich aus 
Monoaminosauren bestand (60°, des N) und von den Hexonbasen 
allem Anschein nach nur Arginin enthielt. 

Auf Grund des negativen Ausfalls der Ninhydroreaktion, sowie 
des positiven der Pikrinséure meinen wir, daB die Fraktion II aus 
Anhydriden bestand. 


Essigétherextrakt aus der Lésung A (Monoaminosauren). 
I. Fraktion. 
Die Fraktion enthielt ungefahr 4,5 g einer hellgelben Substanz. 
Sie gab eine negative Ninhydrinreaktion, die nach Erwirmung mit 
N-Lauge positiv wurde. Die Pikrinsiurereaktion war schwach. Wir 
versuchten die annahernde Zusammensetzung dieser Fraktion mittels 
qualitativer Reaktionen zu bestimmen. 
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Dabei ergab sich: 


Millonreaktion 


Diazoreaktion 


Reaktion nach Sakaguchi . 


Pyrrolreaktion . 
Reaktion auf Cystin 


Die Fraktion enthielt keinen Aminostickstoff nach Sdérensen. 


Diese Tatsachen weisen auf die Abwesenheit der Hexonbasen 
in der ersten Fraktion. Um sich davon vollstandig zu iiberzeugen, 
wurden 0,2 g der Substanz mit 2 ccm 25°, iger H,SO, am Riickflub- 
kiihler erhitzt und das Hydrolysat auf 10ccm gebracht. Nach der 
Versetzung eines aliquoten Teiles der Lésung mit Phosphorwolfram- 
siure fiel ein Niederschlag aus. Nunmehr wurde aus dem Hydrolysat 
Ammoniak abdestilliert, MgO abfiltriert, das angesaiuerte Filtrat 
auf 12 bis 15cem gebracht und wieder mit Phosphorwolframsiure 
versetzt. Die Lésung wurde zuerst milchweif, dann fiel ein schmieriger 
Niederschlag aus. Er wies auf die Anwesenheit der Diaminosiuren. 

Die Hydrolyse der FraktionI. 4,4205g der Substanz wurden 
mit 25 %.iger H,SO, hydrolisiert, bis die Biuretreaktion negativ ausfiel. 
Das Hydrolysat wurde auf 100 cem gebracht und der Gesamtstickstoff 
in zwei Portionen zu je 5ccm bestimmt. Um die Schwefelsiure zu 
entfernen, wurden die tibrigen 85cem des Hydrolysats mit Ba(OH), 
versetzt und der BaSO,-Niederschlag nach Kjeldahl verbrannt 
(Huminstickstoff I). 


Aus dem Filtrat, das auf 250 cem gebracht war, wurde aus zwei 
Portionen zu 125ccm Ammoniak abdestilliert. Die Riickstande 
wurden von MgO abfiltriert, mittels HC] neutralisiert und auf 200 ccm 
aufgefiillt. Der MgO-Niederschlag wurde nach Kjeldahl verbrannt 
(Huminstickstoff II). , 


Weitere Untersuchungen des Hydrolysats wurden nach van Slyke 
ausgefiihrt. Dadurch vermieden wir mehrere Fallungen und Verluste. 
Beim Versetzen der Lésung mit Phosphorwolframsaure fie] sogleich ein 
schmieriger Niederschlag aus, der bald in einen kérnigen tberging, 
der sich leicht zu Boden setzte. 


Der Niederschlag adsorbierte die Farbstoffe — die Lésung wurde 
farblos. 


Der Niederschlag wurde nach van Slyke zersetzt: er wurde in Alkali 
gelést, die Lésung stark verdiinnt und die Phosphorwolframsiure 
mittels 20°%iger BaCl,-Lésung entfernt. Das Filtrat wurde dann 
auf 100ccm gebracht. Aus der Monoaminosaurefraktion wurde der 
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Uberschu8 der Phosphorwolframsiure und H,SO, entfernt und die 
Lésung auf 250 ccm aufgefiillt. 


Nach der Analyse hatte diese Fraktion folgende Zusammensetzung: 





In °/) zum Gesamtstickstoff 


Huminstickstoff I ... 5,26 

“4 pee rane 1,42 
Agsmponie 5... « 10,52 
Monoaminosaiuren .. . 64,87 
Diaminosauren. . .. . 13,97 


96,04 


Die Untersuchung des phosphorwolframsauren Niederschlags. Die 
Untersuchung wurde nach van Slyke ausgefiihrt. Die Lésung gab eine 
deutliche Diazoreaktion. 


A. Bestimmung des Arginins. 40 ccm der Lésung wurden 6 Stunden 
lang mit 12g KOH in einem Kjeldahlkolben am _ RiickfluBkiihler 
gelinde erwarmt. Letzterer war mit einem Erlenmeyerkolben verbunden, 
der mit 2 Kugeln versehen war und 25 ccm n/5 H,S0O, enthielt. 


Nach 6 Stunden destillierte man das Ammoniak in derselben 
Vorlage ab. Man fand kein Ammoniak. 


B. Um feststellen zu kénnen, ob die erste Fraktion Lysin und 
Histidin enthielt, wurde die Bestimmung des Aminostickstoffs und 
die Berechnung des Histidins nach van Slyke durchgefiihrt. Wir er- 
hielten folgende Ergebnisse: 


Die Berechnung des Histidinstickstoffs in 100 cem der Lésung: 





Mono- 
aminostickstoff 
mg mg mg mg 


61,04 19,72 41,32 | 61,98 101,5 


Gesamtstickstoff 


| Diaminostickstoff | N des Histidins | [yo 9 zum Gesamt- 
stickstoff 


Histidin wurde noch nach Plimmer bestimmt. 


10 cem der Lésung wurden mit 10 cem HCl, 10 cem 20 °,igem Na Br 
und 5cem n/5 NaBrO, 10 Minuten lang geschiittelt. Dann fiigte 
man 10cem 4%ige KJ-Lésung zu und das ausgeschiedene J wurde 
mit einer n/20 Hipposulfitlésung titriert. 





Histidinstickstoff ai eRe 
in Hyposulfit Histidinstickstoff 
ecm mg nach Plimmer nach van Slyke 


In °/9 zum Gesamtstickstoff 





4,8 5,04 82,57 101,5 
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Untersuchung des Filtrats der Phosphorwolframsiéiure. Die Unter- 
suchung des Filtrats der Phosphorwolframsaure bewies, daB es voll- 
standig aus Monoaminosauren bestand, 

NH,/N = 97,26%. 

Um die Zusammensetzung der Monoaminosiurefraktion festzu- 
stellen, wurde das Filtrat der Phosphorwolframsaure unter vermindertem 
Druck eingedunstet und zweimal verestert. Nach der ersten Esteri- 
fikation blieb ein ungeléster Niederschlag, nach der zweiten fiel ein 
Niederschlag beim Eindunsten aus. Die Fraktion enthielt kein 
Glykokoll. Nunmehr wurden die Ester nach Fischer in Freiheit gesetzt. 
Schon beim Abdestillieren des Athers begann eine Kristallisation 
und nach 32 Stunden war die Anhydrisierung im Exsikkator beendigt. 
Die Anhydride wurden aus Alkohol umkristallisiert. Ihre Ausbeute 
war aber gering. Sie hatten keinen konstanten Schmelzpunkt. Es 
gelang auch nicht, die Zusammensetzung der Niederschlage, die bei 
der Esterifikation entstanden waren, festzustellen. 

Die erste Fraktion aus der Lésung A (Monoaminosiuren) enthielt 
also nach der Analyse eine Diaminosiure—Histidin. Seine geringe Menge 
beweist, daB die Fraktion nicht gleichwertig war; sonst miiBte sie auf 
1 Molekiil Histidin 15 Molekiile Monoaminosiuren enthalten. Der 
Abwesenheit des Aminostickstoffs und den Farbreaktionen nach 
bestand die erste Fraktion wahrscheinlich aus Anhydriden. 


Die negative Diazoreaktion vor der Hydrolyse und die positive 
nach ihr beweist, daB der Imidazolring des Histidins maskiert war. 
Dieser Umstand bestatigt die friiher ausgesprochene Vermutung, 
daB die basischen Radikale der Diaminoséuren auch an dem Bau 


des EiweiBmolekiils teilnehmen. 

Man kann also mittels Essigither, obwohi in geringer Menge, 
Fraktionen extrahieren, die Hexonbasen enthalten. Da die Amino- 
siuren im Essigither unléslich sind, kann dieser Befund als Beweis 
dienen, daB die Hexonbasen in den untersuchten Fraktionen irgendwie 
verkniipft waren. 

Die kleinen Ausbeuten, die bei der Extraktion erhalten waren, 
deuten darauf, daB die Hauptmenge der Diaminosiéuren, in erster 
Linie des Arginins, in Lésung geblieben waren, daB also die angewandten 
Liésungsmittel nur in sehr geringem Mabe die Diaminosiuren und 
ihre Abbaustufen im Eiweif extrahieren. 

Untersuchung der nach der Extraktion verbliebenen Lésungen. 
Aus beiden Lésungen, A und B, wurden die BaCQO,-Niederschlage ent- 
fernt und die Filtrate auf 250 cem gebracht. 

Ein aliquoter Teil der beiden Lésungen wurde mit 25° iger 
H,SO, hydrolysiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 
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Die Bestimmungen des Aminostickstoffs nach van Slyke und ci 
Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl vor und nach der Hydrolyse gabe: 
folgende Resultate. 





NH,[N-Verhaltnis | N H2/N-Verhaltnis 
vor der Hydrolyse | nach der Hydrolyse 


Lésung A... 29,95 73,80 
Losung B .. . 19,13 36,77 


Es ergibt sich also aus den Analysen, da in der Lésung B ungefahr 
60°, des Stickstoffs auf den Diaminostickstoff fiel. Das Verhaltnis 
zwischen dem Amino- und Gesamtstickstoff vor und nach der Hydrolyse 
zeigt zweifellos, daB die Lésung B nicht aus freien Diaminoséuren 
bestand. 


Die Lésung B gab wie vor so auch nach der Extraktion eine 
positive Reaktion mit Pikrinsiure, die Ninhydrinreaktion fiel erst 
nach Jangerem Erhitzen positiv aus. Leider wurde bei der Amino- 
stickstoffbestimmung nach Sérensen vor der Extraktion gleichzeitig 
Ammoniak nicht bestimmt. 


Um die Bestandteile der Lésung B festzustellen, wurde letztere 
in drei Fraktionen mittels des Silberverfahrens nach Kossel und Kutscher 
getrennt. 


Die Fraktion IB sollte Lysin und Ammoniak enthalten 
’° ’? II B 99 Arginin 99 99 ‘9 
i i Tis , Histidin ,, os me 


Im aliquoten Teil jeder Fraktion bestimmte man den Amino- 
stickstoff und die Hexonbasen nach van Slyke und den Gesamtstickstoft 
nach Kjeldahl. Ein anderer Teil der Lésung wurde hydrolysiert und 
alsdann denselben Untersuchungen unterworfen. Dadurch versuchten 
wir festzustellen, ob die Diaminosiuren in verbundenem oder freiem 
Zustande in der Lésung B vorhanden waren. 


Untersuchung der I B-Fraktion Lysin und N H,. Nach der Fallung 
mit Silbersalzen wurde der Uberschu8 an Ag,SO, und H,SO, aus dem 
Filtrat nach Kossel und Kutscher entfernt. Die Lésung wurde auf 
250 cem gebracht und Amino-, Gesamt- und Ammoniakstickstoff 
bestimmt. 100cem der Lésung wurden dann mit 25°, iger H,S0O, 
gespalten und im Hydrolysat dieselben Bestimmungen ausgefiihrt 


Das Hydrolysat gab nach der Entfernung des Ammoniaks keinen 
Niederschlag mit Phosphorwolframsiure, enthielt also kein Lysin 
Die Fraktion 1B bestand somit aus NH, und den Derivaten der Mono 
aminosauren. 
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Die Resultate der Untersuchung sind in einer Tabelle zusammen- 
gestellt. 





N In °/9 zum 
mg Gesamtstickstoff 


Fraktion IB vor der Gesamtstickstoff 11,07 — 
Hydrolyse Ammoniak 1,318 11,91 
Aminostickstoff 2.624 23,70 


Fraktion IB nach der Gesamtstickstoff 9,821 — 
Hydrolyse Ammoniak 1,304 13,27 
Aminostickstoff 8,376 85,28 


Untersuchung der Fraktion II B Arginin. Gleichfalls wie in der 
Fraktion IB waren auch in dieser Fraktion der Gesamt- und Amino- 
stickstoff bestimmt. AuBerdem bestimmte man den Argininstickstoff 
in zwei Portionen zu 20 cem, 40 cem der Lésung wurden mit 25 °,iger 
H,SO, gespalten, auf 50 ccm gebracht und dieselben Bestimmungen 
durchgefiihrt. Aus der Berechnung des Histidins nach van Slyke ergab 
sich, daB die Fraktion IIB 18.09°,, Histidin und auBerdem 22,87 °, 
monoaminosauren Stickstoff enthalt. 


Die Analysenresultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 





N In °/5 zum 
mg Gesamtstickstoff 


Die ITB-Fraktion Gesamtstickstoff 24.16 — 
vor der Hydrolyse Aminostickstofi 4,006 16,58 
Arginin 14,35 59,40 

Nach der Hydrolyse Gesamtstickstoff 18,21 _ 
Aminostickstoff 7,95 43.66 

Arginin 10,752 59,04 
Histidin 3,294 18,09 

Monoaminosauren 4.164 22.87 


Die Fraktion IIIB bestand, wie aus der Analyse folgt, aus 
freiem Histidin. 





N In Jo zum 
mg Gesamtstickstoff 


Fraktion TI B Gesamtstickstoff 4,872 _ 
Aminostickstoff 1,603 32.90 
°% des Histidinstickstoffs 98,70. 


Wie sich aus der Zusammenstellung der Versuche ergibt, waren 
in den phosphorwolframsauren Niederschlag (Lésung B) wirklich 
die Derivate der Diamino- und Monoaminosiéuren iibergegangen. 

g* 
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N H,/N-Verhaltnis | N H,/N-Verhialtpjs 
vor der Hydrolyse | nach der Hydrojyse 


Fraktion IB . . 23,70 85,28 
ne aes 16,58 43,66 
ce a 32,90 -- 

Die Fraktion 1B enthielt 61,58°, saureamidartigen Stickstofft, 
die Fraktion IIB enthielt 27°. Letztere ist besonders interessant: 
wie aus der Untersuchung folgt, bestand sie aus Arginin, Histidin 
und Monoaminosauren. Das Verhaltnis zwischen dem Aminostickstoff 
vor und nach der Hydrolyse (40°) weist auf verhailtnismaBig kom. 
plizierte Derivate. Die positive Pikrinséurereaktion gestattet uns, 
die Anwesenheit der Anhydride anzunehmen. 

Untersuchung der Lésung A. Es wurde nur der Gehalt an Hexon- 
basen bestimmt. 50ccem der Lésung wurden mit 25°, iger H,S0, 
gespalten und mit Phosphorwolframsaure nach van Slyke gefallt, de: 
Niederschlag nach der iiblichen Methode zersetzt und nach van Slyke 
analysiert. 





N In °/9 zum 
Gesamtstickstott 
mg des Niederschlags 


Gesamtstickstoff der Losung B nach der Hydrolyse 12,46 
Der Gesamtstickstoff d. phosphorwolframsauren 
DO on cat ie al ig 8,094 
ES a's 8G iw he 06 Se ee 2,996 96,83 
Die Lésung A enthielt somit nach der Extraktion aus den Hexon- 
basen nur Arginin. 
Es ist interessant, zu bemerken, dafs der Histidinkomplex voll- 
stiindig in den Essigitherextrakt tibergegangen war. 


' SckluBfolgerungen. 

Nach unseren Untersuchungen ergibt es sich, daB bei der Auto- 
klavenhydrolyse des Edestins nach Zelinsky folgendes festgestellt 
werden kann: 

1. Die Phosphorwolframsaure fallt erhebliche Mengen der Hexon- 
basen sowie der Monoaminosdéuren aus. Der Niederschlag besitzt 
einen Anhydridcharakter: die Ninhydrinreaktion ist negativ, die 
Pikrinsdiurereaktion positiv. Nach der vollstandigen Hydrolyse waren 
im Hydrolysat wie Monoamino- so auch Diaminosiuren — Histidin und 
Arginin — entdeckt. 

2. Es gelingt nicht, bemerkbare Mengen der Anhydride der 
Hexonbasen mittels organischer Lésungen zu isolieren. 

3. Nur in die Essigiitherextrakte der Lésung A (Monoaminosauren), 
wie auch der Lésung B (Diaminosauren) gingen geringe Anhydridmengen 
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iiber. Nach der Hydrolyse fand man in der Fraktion I der Lésung A 
Histidin, dessen Imidazolfunktionen maskiert waren, in der Fraktion IT 
(Lésung B) Arginin. 

4. Nach der erschépfenden Extraktion mit organischen Lésungs- 
mitteln enthielten beide Lésungen A und B noch erhebliche Mengen 
siureamidartige Bindungen, wobei die Lésung B 60 °,, Diaminostickstoff 
enthielt. 

5. In Ubereinstimmung mit Hauwrowitz fanden wir, da8 Histidin 
mit den Monoaminosiuren Komplexe bildet, die durch Phosphor- 
wolframsaure nicht gefallt werden. Die Lésungen dieser Komplexe 
zeigen die Imidazolfunktionen erst nach der Hydrolyse. 

6. In der phosphorwolframsauren Fraktion gelingt es, mit Hilfe 
der Silbersalze einige mit Monoaminosiuren verbundene Hexonbasen 
zu erkennen, die bis 30°, siureamidartigen Stickstoff zeigen. 

Die Untersuchungen der basischen Anhydride des Edestins werden 
von uns weiter fortgesetzt. 











Untersuchungen auf dem Gebiete der Tabakchemie. 


II. Mitteilung: 
Untersuchung des Eiwei8komplexes im Tabak. 


Von 


N. Gawrilow und A. Koperina. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der ersten Staatsuniversitat 
zu Moskau und dem Betriebslaboratorium fiir Tabakuntersuchung des 
»»Mosselprom“.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 


Die Mehrzahl der Forscher nimmt an, da die autolytischen Prozesse, 
die sich in den absterbenden Pflanzen abspielen, mit einem betréchtlichen 
Verlust an Eiwei®stickstoff (durch Fallen mit Cu(OH), bestimmt) und 
einer Vermehrung der freien Aminogruppen verbunden sind?. AuSerdem 
ist fiir die Autolyse eine kaum merkliche Schwankung im Ammoniakgelhalt 
charakteristisch, waihrend infolge der Lebenstatigkeit von Mikroorganismen 
groBe Verinderungen in seinem Gehalt eintreten kénnen. Von einigen 
Forschern wurden jedoch in absterbenden Zellen auch gréBere Mengen 
Ammoniak beobachtet, das sich bei der Autolyse hauptsachlich aus Arginin 
und Purinbasen gebildet hatte ®. 

Ps ist von diesem Standpunkt aus unversténdlich, warum A. Smirnow*® 
auf Grund der von ihm gefundenen Werte die Tabakfermentation zu den 
autolytischen Prozessen rechnet. Viele Forscher, die die Tabakfermentation 
von anderer Seite untersucht haben, sind mit Smirnow der gleichen Ansicht ‘. 


Smirnow beschreibt den autolytischen ProzeB der Fermentation am 
Beispiel des Tabaks ,,Platana Arcadia“ und fiihrt dabei folgende Analysen- 
werte vor and nach der Fermentation an. 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1925, 8. 1037. 
2 1.c., S. 1038. 


» 


3 Smirnow, Ber. d. Central.-Instituts f. Tabakforschung, Lief. 34 
(russisch). 

4 J. Mohr, Landw. Vers. 59, 253, 1904; A. Fodor und Reifenbery, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1 bis 40, 1926; Biochem. Journ. 19, 830; 
21, 765. 
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Tabelle I. 


In Prozenten vom Calciumgehalt. 





Verinderung 


Die Form des Stickstoffs Oe os Bn at a 
0 0 0 0 0 0 
OR ite fark heey > &O%s 73,27 70,60 — 3,64 
KiweiB-N (mach Barnstein). ..... 35,11 35,02 — 0,26 
Aminosaéuren-N (nach Sérensen) .. . 10,02 5,14 — 48.7 
EE. wc tee pts eck ee 6,54 2,98 — 54,43 
Ammoniak-N . Ee gt ee: a hAe 4.18 8,76 109,57 
TE Ss 6 a ee ee eal oe 9,04 8,57 -— 52 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, ist der Gehalt an Eiwei®stoffen 
unverandert geblieben, der Aminostickstoff ist auf 48,7 °/ gefallen und der 
Ammoniakstickstoffgehalt ist auf 109,57°% gestiegen. Diese Resultate 
kénnen schwerlich als eine Bestatigung der Auffassung dienen, daB die 
Fermentation eine Autolyse absterbender Pflanzen ist. Obwohl Peptase? 
vorhanden ist, findet keine Verminderung des Eiweifbgehalts und kein 
Zuwachs an Aminostickstoff statt. Die gleiche Erscheinung wurde auch 
von anderen Forschern beobachtet; dabei geht der EiweiBgehalt manchmal 
waihrend der Fermentation nicht nur zuriick, sondern steigt sogar an. 

Diese Tatsachen lenkten unsere Aufmerksamkeit auf die bei der Be- 
stimmung im Tabak der verschiedenen Stickstoffverbindungen und be- 
sonders des Eiweifstickstoffs angewandten Methoden. 


Schon Barnstein, nach dessen Methode der Eiwei®stickstoff im Tabak 
bestimmt wird, wies darauf hin, da®B sein Verfahren fiir den Tabak nicht 
brauchbar sei?. 


Die Eiweifstickstoffbestimmungen nach verschiedenen Methoden 
schienen uns alle wenig tiberzeugend, denn alle diese Bestimmungen 
sind mehr oder weniger relativ und nur an einem beschrainkten Material 
erprobt worden. 

Wir waren gezwungen, erst einen Umweg einzuschlagen und nicht 
den Gehalt des EiweiBes im Tabak, sondern nur seine Anwesenheit 
daselbst festzustellen. Wir benutzten die Eigenschaft des Eiweibes, 
bei der Hydrolyse Aminogruppen freizulegen. Fiir echte Eiweifistoffe 
ist der Zuwachs an Aminogruppen sehr bedeutend; ihr Gehalt wird 
25- bis 30mal gréBer; fiir Peptone wird er 10- bis 15 mal und fiir ein- 
fachere Spaltungsprodukte zwei- bis zehnmal gréBer?. Leider kann 
durch die Biuretreaktion die Anwesenheit von Eiwei8 im Tabak nicht 
festgestellt werden. Sogar nach Zusatz betriichtlicher Mengen Albumin 
wird die Biuretreaktion stark maskiert und schlagt daher fehl. 


1 O, Loew, U. Stat. Dep. Agric. 1900,S. 65; Poehl, Biol. Zentr. 8, 252, 1881; 
F. Traetta Mosca, Gaz. Chim. ital. 48, (11), 445, 1913. 

2 Landw. Vers.-Stat. 54, 327, 1900. 

3 Gawrilow und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 182, 26, 1927. 











136 N. Gawrilow u. A. Koperina: 


Wir untersuchten die mit verschiedenen Lésungsmitteln her 
gestellten Tabakextrakte und fanden, daB der gréBte Teil des Stickstoffs 
durch Wasser oder Alkalien extrahiert wird. Weder die sauren noch 
salzhaltigen Lésungen wiesen einen betrachtlichen Gehalt an Stick- 
stoff auf. 


Wir fiihrten folgende Versuche aus: der Tabak Suchum Nr. 20 
wurde getrocknet, gemahlen, durch ein 1-mm-Sieb gesiebt und darauf 
nacheinander mit Wasser, mit einer 10°,igen Kochsalzlésung, mit 
2% iger Salzsiure und 5°, iger Natronlauge extrahiert. 


Der wéasserige Auszug. 


200 g fein zerriebenen Tabaks wurden mit Wasser eine halbe Stunde 
bis auf 40° erhitzt. Es wurde so viel Wasser genommen, da der Tabak 
davon durchtrinkt war. Darauf wurde das Wasser abgesaugt und der 
Tabak noch dreimal in der gleichen Weise bearbeitet. Das Filtrat ist sauer 
und dunkelbraun gefairbt. Es wurde auf dem Wasserbad bei 40° im Vakuum 
konzentriert, bis auf 500 ccm aufgefiillt und der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl, der Aminostickstoff nach Sorensen, der EiweiBstickstoff nach 
Bornstein und das Ammoniak nach Longi bestimmt. Die Biuretreaktion 
war negativ. AuBerdem wurde nach der Eiweifibestimmung der Stickstoff 
im Filtrat bestimmt. Das Kupfer wurde aus diesem Filtrat durch Schwefel- 
wasserstoff quantitativ entfernt und darauf der Stickstoff im Kupfer- 
sulfidniederschlag nach Kjeldahl und im Filtrat davon nach Sérensen 
gefunden. 

Der Auszug mit 10% iger Kochsalzlésung. 


Dieser Auszug wurde in der gleichen Weise wie der wasserige hergestellt, 
d.h. viermal mit einer Kochsalzlésung (zu je 400 ccm) stehengelassen, in 
einer Heiznutsche abgenutscht und bis auf 100 ccm konzentriert. Darauf 
wurden die gleichen Stickstoffbestimmungen wie im vorigen Falle unter- 
nommen. 

Auszug mit Salzsdure (2%ig). 


Dieser Auszug wurde in der gleichen Weise hergestellt. Seine Farbung 
ist viel schwacher, nur hellgelb. Es wurden die gleichen Stickstoff- 
bestimmungen durchgefiihrt. 


Auszug mit Alkali (5 %ig). 


Nach der Extraktion mit Salzsiure wurde der Tabak ausgewaschen 
(das Waschwasser wurde zum sauren Auszug gegossen) und 24 Stunden 
mit Natronlauge extrahiert. Zum zweiten Male wurde nur | Stunde lang 
extrahiert. Der Extrakt wurde bis auf 2000 ccm eingeengt und der Gehalt 
an Gesamt-, EiweiB- und Aminostickstoff bestimmt. Der Extrakt ist 
dunkelbraun gefarbt. 


Der Stickstoff im Tabak nach den Extraktionen. 


Der Tabak wurde nach den Extraktionen gewaschen, getrocknet 
(das Waschwasser wurde mit dem alkalischen Auszug vereinigt) und 
sein Gehalt an Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
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Die Analysenresultate sind in Tabelle II zusammengefaBt. 


Tabelle II. 





Stickstoff im Filtrat 
nach Fallen der 
Eiweifstoffe 


eee Gesamt-N | Eiweifi-N Amino-N Ammoniak- ee 
mM chlae im Filtrat 
Fo 0 o 0 0 0/5 Ol9 0 0 
Wem. 2 es 12 0,25 0,92 0,18 0,13 0,12 
OO > 0,08 0,03 0,04 0,02 0,01 0,01 
J. aS 0,04 0,02 0,03 — — — 
NaOH5%... 125 0,48 1,0 7 - 


Tabak nach den Ex- 
traktionen 0,42% 0,42 in ane = — ea 
Summe des N 2,99% 2,99 -~ -- — ae. ce 


Der gréBte Teil des léslichen Stickstoffs befindet sich in dem 
wisserigen Auszug (40° ,) des Gesamtstickstoffs. In den Salzauszug 
geht wahrscheinlich nur der Rest des wasserléslichen Stickstoffs (2,7 °,) 
iiber. Der salzsaure Auszug enthalt nur Spuren von Stickstoff (1,3 °, 
des Gesamtgehalts). Dagegen lésten sich in der alkalischen Lésung 
41,7 °%, des Gesamtstickstoffs auf. Der Rest des Stickstoffs, der weder 
in Wasser noch in Sauren und Alkalien léslich ist, betrigt 14°. Im 
salzsauren sowie im Salzauszug wurden angesichts der unbedeutenden 
Mengen Stickstoffgehalts weder der EiweiBstickstoff nach Barnstein 
noch der Aminostickstoff nach Sérensen bestimmt. 


Dagegen haben die Werte fiir den EiweiB- und Aminostickstoff 
der wasserigen und alkalischen Lisung einiges Interesse. Der wisserige 
Auszug ‘enthalt nur 20°, vom Gesamtstickstoff an EiweiSstickstoff 
(nach Barnstein), der alkalische Auszug enthalt 34,4°,, davon. Fiir 
den Aminostickstoff erhielten wir 76,6 °,, in dem wasserigen und 80 °%, 
in dem alkalischen Auszug. Diese Zahlen weisen darauf hin, daB wir 
es in diesen Lésungen kaum mit Eiweifstickstoff zu tun haben. Wahr- 
scheinlich werden durch Kupferhydroxyd unbekannte Amine gefallt. 
Unter diesen stickstoffhaltigen Verbindungen mu man solche unter- 
scheiden, die in Wasser léslich sind, und andere mit ausgesprochen 
sauren Eigenschaften, die sich nur in Alkalien auflésen. 


In beiden Fallen kann man nach der Menge des Aminostickstoffs 
76,6 und 80°, bestimmt annehmen, daB sich in der Lésung weder 
EiweiBstoffe noch Peptone befinden, denn Peptone erhalten nicht 
mehr als 30 bis 40°, Aminostickstoff. Der Zuwachs an Aminogruppen 
nach der Hydrolyse der Lésungen deutet auf die Anwesenheit von 
Peptidbindungen hin, welche ihrerseits tiber die Menge des Eiweibes 
und seinen Spaltungsgrad einige Auskunft geben kénnen. 
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Es muB hervorgehoben werden, daB nach vollstindiger Hydrolys 
die Spaltungsprodukte von Albumin (88,5°,), diejenigen von Casein 
(90°), Gliadin (95°) und Sturin (55°) formoltitrierbaren Amino 
stickstoffs enthalten (Zelinsky und Gawrilow'). 

Auf Grund dieser Uberlegungen fiihrten wir die Hydrolyse der 
verschiedenen Ausziige im Autoklaven nach Zelinsky aus. 

Es wurde der Tabak ,,Suchum‘ Nr. 20 aus Gudaut genommen 
Der Analyse nach enthalt er auf 100g Trockensubstanz 


Tabelle III. 





n " . Eiweif nach| .. .. . , , , oe 
Wasser Gesamt-N Barnstein Eiweibi-N Ammoniak Nicotin Nicotin-N 


0 0 0 0 0 0 


0 
0 0 0 0 


8,49 4,098 11 1,76 2,27 0,393 


Ein Gemisch von 100g Tabak und 20g MgO wurde bis zum Ver 
schwinden der alkalischen Reaktion im Destillat mit Wasserdampf_ be- 
arbeitet und das Destillat (etwa 3 Liter) in Saéure aufgefangen. Darauf 
wurde bis auf 150 ccm eingedampft und in der klaren, hellgelben Lésung (A) 
das Ammoniak (nach Longi), der Nicotingehalt (nach Kdhler), der Gesamt- 
stickstoff (nach Kjeldahl) und der Aminostickstoff (nach Sérensen und 
nach van Slyke) bestimmt. 


Tabelle IV. 


Auf 100g Trockensubstanz berechnet. 





Amino-N 
sive Gesamt-N Ammoniak Nicotin-N Nicotin > 
Analysen n. Sorensen n.v 


0 0 0 
0 0 0 


Parallele. . . 105 0,795 0.3489 | 201 0.9958 §abwesend 
Bestimmungen 77 0.7956 0.3491 2,02 0,9900 — 


Mittel: y 0,349 2,02 0,993 


Wir versuchten in einem anderen Teile des Destillats A, das Methy|- 
amin vom Ammoniak zu trennen. 


Das Destillat wurde in einem Schiittelapparat zu je 2 Stunden mit 
einer alkalischen Quecksilberoxydlésung geschiittelt?. Die Lésung verlor 
ihren Ammoniakgeruch. Die abgetriebene Base stellte 0,01 °, vom Gewicht 
des Auszugs dar und enthielt 0,49°% des Gesamtstickstoffs. Es ist wahr- 
scheinlich, daB Methylamin vorlag. 

Der nach der Destillation hinterbliebene Tabak (mit der Lésung B) 
wurde abgesaugt und noch dreimal mit etwas MgO und heifem Wasser 
auf dem Wasserbad eine halbe Stunde lang digeriert. Die erhaltenen 
Lésungen (4 bis 5 Liter) wurden zusammengegossen, neutralisiert und bis 


1 Diese Zeitschr. 182, 11, 1927. 
2 M. Francois, C.r. 144, 857, 1907. 
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auf 250 ccm eingedampft (Auszug B, hellbraun). Der abgepreSte Tabak 
wurde mit heiBem Wasser und 1 °,iger HCl wahrend einer halben Stunde 
auf dem Wasserbad dreimal bearbeitet, die vereinigten kaffeebraunen, 
undurchsichtigen Filtrate (etwa 4 Liter) neutralisiert und auf 300 ccm 
eingeengt (Lésung C). 

Der wieder abgepreBte Tabak wurde jetzt mehrmals mit einer hei®en 
5°igen NaOH-Lésung digeriert und die klaren aber braun gefirbten 
Filtrate auf 500ccm eingeengt (Lésung D). 

In den drei Ausziigen (B, C und D) wurde der Gesamtstickstoff, 
der EiweiBstickstoff und Aminostickstoff nach Sdrensen und nach 
v. Slyke bestimmt. Die Lésungen enthielten kein Nicotin und kein 
Ammoniak. 

Tabelle V. 


Auf 100g trockenen Tabak in den eingedampften Filtraten berechnet. 





Amino-N 
Benennung des Auszugs Gesamt-N  Eiweili-N Eiweifi n. Sérensen | n. v. Slyke 
Clo 0 0 0 0 0 0 0 ™* 
Auszug ,B* mit MgO. . 1,65 0,29 1,81 0,67 0,35 
a ge 4 {es 0,14 0,09 0,56  abwesend 0,03 
” a”. BeOn : 0,18 0,13 0,81 “ 0,01 
Tabakrest (berechnet) . . 1,05 1,25 - - 


Um den EiweiSgehalt der Lésungen B, C und D 'festzustellen, 
wurden diese Lésungen im Autoklaven bei 180° wahrend 3 Stunden 
mit 5°;, Schwefelsiure hydrolysiert. Bei solchen Bedingungen miissen 
alle Peptidbindungen gesprengt werden. Es wurde der Aminostickstoff 
in den Lésungen vor und nach der Hydrolyse nach van Slyke bestimmt. 


Tabelle VI. 


Aminostickstoff in Prozenten nach van Slyke. 
¥ 





Jenennung des Auszugs Vor der Hydrolyse | Nach der Hydrolyse * Zuwachs 
I I gi a Klis 0,35 0,35 0,0 

‘i gC See 0,03 0,05 Unbedeutend 

NER get ee A 0,01 0,06 um 6mal 


Folgerungen aus der Tabelle VI. 


I. Alle Saiureamide des Tabaks werden bei der Dampfdestillation 
mit MgO vollstandig zerstért. Darauf weisen folgende Umstiande: der 
Tabak enthielt 0,6°,, Ammoniak (nach Longi), das alkalische Destillat 
dagegen 0,79°%,. Zweitens miiBten die wasserliéslichen Amide nach 
der Autoklavenhydrolyse des Auszugs ,,B** eine Steigerung des Amino- 
stickstoffs nach van Slyke (richtiger des Ammoniakstickstoffs) erzeugen, 
was aber nicht der Fall ist. 
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II. Der Magnesiumauszug ,,B‘‘ enthalt keine Spuren von Eiweif 
oder Peptonen, denn der Aminostickstoffgehalt andert sich nicht nach 
der Hydrolyse. Deswegen kénnen die nach Barnstein im Auszug ,,B* 
bestimmten 0,29°, EiweiBstickstoff keineswegs fiir aus LEiweif 
stammenden Stickstoff angenommen werden. 

III. Der saure Auszug ,,C“‘ enthalt nur minimale Mengen Stickstoff 
(3,4%); der Aminostickstoffgehalt wird nach der Hydrolyse kaum 
verandert; von 0,09 °%, EiweiBstickstoff, die nach Barnstein bestimmt 
wurden, kann auch hier keine Rede sein. 

IV. Der alkalische Auszug ,,D‘‘ enthalt geringe Mengen Stickstoff 
(4,4°,), der nach einigen Anzeichen, wenn nicht aus EiweiB, so doch aus 
Aminosaureanhydriden oder einfachen Peptiden stammen kénnte. 
Er wird fast vollstandig durch Kupferhydroxyd gefillt; nach der 
Hydrolyse wachst der Aminostickstoffgehalt um das Sechsfache. 

V. Folglich gehéren aus den nach Barnstein gefundenen 1,76°, 
EiweiBstickstoff 0,38 °%, bestimmt nicht EiweiSverbindungen an und 
0,13°, stammen aus tiefen Spaltungsprodukten des Eiweifmolekiils. 
Die nach Abziehen des EiweifSstickstoffs der Ausziige vom Eiweif- 
stickstoff des unverinderten Tabaks hinterbliebenden 1,25 °,, Stickstoff 
stellen einen gréBeren Wert dar als der Reststickstoff im Tabak nach 
allen Extraktionen. 

Wie wir schon oben bemerkt haben, kann der Stickstoff, der 
durch Kupferhydroxyd gefallt wird, nicht als fiir den EiweiBgehalt 
des Tabaks charakteristischer Wert aufgefaBt werden, da es gar keine 
GewiBheit gibt, daB auch andere stickstoffhaltige Verbindungen, wie 
Nucleinsdure, Purinbasen usw. nicht mitgefallt werden. Die richtigste 
Vorstellung tiber den EiweiSgehalt erhalten wir aus dem Zuwachs der 
Aminogruppen nach der Hydrolyse. In unseren weiteren Untersuchungen 
verfolgen wir das Ziel, den EiweiBkomplex verschiedener Sorten Tabak 
festzustellen und die Zusammensetzung des Kupferhydroxydnieder- 
schlags wenn méglich aufzuklaren. 

Nach unseren Untersuchungen werden bei der Hydrolyse des 
Tabaks Suchum nur wenige Peptidbindungen frei. Wir beschlossen 
daher, verschiedene Tabaksorten auf ihren Gehalt an Stickstoff- 
verbindungen bei verschiedenen Hydrolysebedingungen zu untersuchen. 

Es wurden folgende Tabaksorten aus der Ernte des Jahres 1926 
vom Lager genommen und untersucht: Suchum Nr. 20, 2. Region, 
Trapezunt Nr. 20 (3), American Nr. 20 und Dubeck Nr. 20, 1. Region. 

Da der gréBte Teil des Stickstoffs in den wiisserigen und den 
alkalischen Auszug tibergeht (wie aus den vorigen Versuchen hervorgeht) 
wurden beide Verfahren vereinigt und der Tabak mit Dampf in schwach 
magnesiumalkalischer Lésung bearbeitet. Dabei gehen Nicotin und 
Ammoniak iiber, wahrend die Saiureamide hydrolysiert werden. 
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Tabelle VII. 
Allgemeine Analyse (auf 100g Trockensubstanz bezogen). 











Eiweifi nach Eiweifi nach Nicotin 
Barnstein Mohr 2 
.| Ammo- 
Tabaksorten | Gesamt-N = Re GS OME, AEE RET ORE FRE 
EiweiBf-N EiweiB Eiweif-N Eiweifi Nicotin-N Nicotin 
Og OF, OF O% Fp 0}, 0% Og 


Dubeck .. 2,56 0,2109 1,37 8,57 1,117 | 6,97 0,33 1,92 
American . 2.25 | 0,100 1,28 8,07 1,11 6,93 0,331 1,93 
Trapezunt . 2,79 | 0,379 1,26 7,86 | 0,867 | 542 0,559 | 3,24 
Suchum . . 2,24 0,171 1,43 8,97 1,05 6,57 0,189 | 1,094 


Es wurden 100 g Tabak (mit einem kleinen Uberschu8 MgO genommen) 
und Dampf bis zur neutralen Reaktion des Destillats durchgeleitet (20 bis 
24 Stunden). Der Rest des Tabaks wurde in einen MeBkolben tibertragen 
und bis auf 1 Liter mit Wasser aufgefiillt. Nach Filtration des Auszugs 
wurden 750 cem davon neutralisiert, im Vakuum auf 150 ccm eingedampft 
und der Gesamt- sowie Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. AuBerdem 
wurden zwei Proben entnommen und eine im Autoklaven und die andere 
durch Kochen mit Salzsiure hydrolysiert. 

Fiir die Autoklavenhydrolyse wurden 50 ccm dieser Lésung mit 3 cem 
konzentrierter Schwefelséure vermischt und 3 Stunden bis auf 180° erhitzt. 
Im Hydrolysat wurden der Aminostickstoff nach van Slyke und das neu 
gebildete Ammoniak nach Longi bestimmt. Bei der Hydrolyse mit Salz- 
siure wurden 20 ccm der Lésung mit 1 cem konzentrierter Salzséiure ver- 
mischt und 1% Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Im Hydrolysat 
wurden wieder der Amino- und der Gesamtstickstoffgehalt bestimmt. 
Die Bestimmungen wurden auf 100g Trockensubstanz bezogen, wobei 
das Volumen des in den MeSkolben eingetragenen Tabaks (100 ccm) in 
Rechnung genommen wurde. Das spezifische Gewicht des Tabaks wurde 
gleich 1 gestellt. Die nachste Tabelle stellt eine Zusammenfassung der 
erhaltenen Resultate dar. 


Tabelle VIII. 
Auf 100g Trockensubstanz bezogen. 





Vor der Hydrolyse Nach der Hydrolyse Nach der Hydrolyse 





im Autoklaven mit Salzsture (1:20) 
Tabaksorten - Sone — map my me “ 
Gesamt-N NH, NH 3 NH, NH; NH2 NH, 
%o “ae °lo | lo Fo %lo % %o 

Dubeck . . 0,806 0,083 ¥ 0,25 0,151 0,123 0,039 
Amerikan . 0,661 0,056 2 0,17 0,107 0,043 0,082 
Trapezunt . | 0,788 0,062 z 0,196 0,122 0,097 0,034 
Suchum. . 0,646 0,064 4 0,223 0,125 _- 0,065 


I. Da wihrend der Dampfdestillation in alkalischer Magnesium- 
lésung alle Saureamide hydrolysiert werden und das gebildete Ammoniak 
abgetrieben war, so miissen wir das bei der Hydrolyse mit Salzsaure 
(dieses Verfahren wird zur Bestimmung der Saureamide angewandt) 
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gebildete Ammoniak und Aminostickstoff auf eine Zersetzung anderer 
stickstoffhaltiger Verbindungen des Auszuges zuriickfiihren. 

II. Weiter kann man feststellen, daB der Aminostickstoffgehalt 
nach der Autoklavenhydrolyse ungefaihr aufs Dreifache anwiachst, 
was im Verhaltnis zur Eiwei&Smenge (nach Barnstein) sehr wenig ist. 
Diese Steigerung der Aminostickstoffmenge kénnte eher auf die Gegen- 
wart von Eiweibspaltungsprodukten als auf EiweiB deuten. 

Wir beschlossen, die Zersetzung der Siureamide durch MgO zu 
verhindern, und trieben deshalb das Ammoniak im Vakuum bei 40° 
nicht tibersteigender Temperatur ab, worauf die Analysen und Hydro- 
lysen wie oben beschrieben ausgefiihrt wurden. Die Siureamide muBten 
dabei unzersetzt bleiben und der aus ihnen stammende Amino- und 
Ammoniakstickstoff bei allen spiteren Bestimmungen nach der Hydro- 
lyse mitberechnet werden. 

Tabelle IX. 





Nach der Hydrolyse | Nach der Hydrolyse 


Vor der Hydrolyse im Autoklaven mit HCl 





“Gesamt-N | NH, | NHg NH, NH, NH 


9 OF5 0; | 0 0; 


Tabaksorten 


19 | abwes.| 0.27 | 0,816 0,27 
18 ‘ 0,213 | 0,214 0,21 0,115 


Dubeck 0, 
Trapezunt . } 0, 


Beim Vergleich dieser Versuche mit den friiheren ist es ersichtlich, 
daB in der Verteilung der stickstoffhaltigen Verbindungen eine groBe 
Verschiebung eingetreten ist, die den Unterschied zwischen Hydrolyse 
im Autoklaven und durch Kochen mit Salzsaure noch deutlicher hervor- 
treten ]aBt. 

Die Tabellen VIII und IX weisen auf eine sehr interessante Ver- 
anderung der Stickstoffformen vor und nach der Hydrolyse: der Amino- 
stickstoffgehalt der Ausziige, die mit Magnesium bei 100° bearbeitet 
wurden, ist viel niedriger als in den Ausziigen, die im Vakuum vom 
Ammoniak befreit wurden (Dubeck 0,083 und 0,190°%, Trapezunt 
0,062 und 0,180°,). Dennoch ist nach der Hydrolyse der Gehalt an 
Aminostickstoff gleich groB (Dubeck 0,25 und 0,27°, Trapezunt 0,196 
und 0.213%). Dieser Umstand weist darauf hin, daB der UberschuB 
an Aminostickstoff im Gegensatz zu den Peptidbindungen des EiweiB 
leicht durch MgO bei 100° in Freiheit gesetzt wird und sicherlich nicht 
aus diesen stammt. Jedoch kann dieser Aminostickstoff auch nicht 
den Saureamiden angehéren, denn es werden beim Kochen mit Salz- 
siure nur minimale Mengen Ammoniak gebildet (siehe Tabelle I). 
Nach seinem Verhalten gegen Alkalien und bei der Hydrolyse im Auto- 
klaven erinnert diese Stickstoffform sehr an Aminogruppen im Adenin. 
Man kann héchstwahrscheinlich den Amino-Amidstickstoff des alkali- 
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schen Magnesiumauszuges auf Grund der Differenz im Ammoniak- 
gehalt vor und nach der Hydrolyse mit Salzsiure und auf Grund der 
oben angefiihrten Eigenschaften in folgende Gruppen einteilen. 


Tabelle X. 
Auf 100g Trockensubstanz bezogen. 





Ammoniak-N aus 
unbekannter Quelle 


e 0 %o 9% %p 


Tobokocrten Amino-N Polypeptid Stiureamid-N 


DONO 46s 0,083 0,08 0,103 0,112 
Trapezunt ... 0,063 0,033 0,115 0,088 


Durch qualitative Reaktionen stellten wir die Anwesenheit von 
Nucleinsaure und Purinbasen in den Ausziigen fest. ° 

Wiasserige Ausziige des Tabaks Suchum und Dubeck Nr. 20 (1 Liter) 
wurden mit Kupferhydroxyd gefallt, der Niederschlag griindlich aus- 
gewaschen, mit Schwefelwasserstoff zersetzt und von Schwefelkupfer 
abgesaugt. Im Filtrat wurden die Purinbasen nach Anséuern mit Natrium- 
bisulfit durch Kupfersulfat niedergeschlagen. Die Kupferverbindungen 
wurden ihrerseits durch H,S zersetzt, filtriert, mit Salzséure angeséuert 
und auf dem Wasserbad bis zur Trockne verdampft. Das erhaltene Pulver 
wurde auf seinen Stickstoffgehalt nach Kjeldahl und auf Purinbasen mittels 
der Diazobenzolsulfosdiurereaktion gepriift. Die Reaktion fiel deutlich 
dositiv aus. 

Um die Anwesenheit von Nucleinsiure festzustellen, bestimmten 
wir den Phosphorgehalt im Kupferhydroxydniederschlag. Die qualitative 
Bestimmung gelingt sehr leicht. 

Beim Fallen des wasserigen neutralen Tabakauszuges mit Kupfer- 
sulfat (10 °,) fallen recht betraichtliche Mengen von Kupferverbindungen 
aus, die wir fiir Purinbasen halten. Dieser Niederschlag wurde ab- 
filtriert und ausgewaschen. Seine Eigenschaften stimmten mit denen 
einer Nucleinkupferverbindung itiberein; er léste sich leicht nur in 
Alkalien oder Alkaliacetaten und wurde durch Alkohol oder Saéuren 
wieder als Gel gefallt. Nach Zersetzen mit konzentrierter Salpetersiure 
wurde die Phosphorsiure in betrachtlicher Menge niedergeschlagen 
und somit qualitativ festgestellt. Unsere Aufgabe in der Zukunft 
wird es sein, die quantitative Bestimmung der Nucleinséure und Purin- 
basen in verschiedenen Tabaksorten durchzufiihren und deren EinfluB 
auf den Geschmack des Tabaks aufzuklaren. 

Vorlaufige Berechnungen deuten darauf hin, da der Kupfer- 
sulfatniederschlag 5 bis 8°, des Gesamtstickstoffs (je nach der Tabak- 
sorte) enthalt, nach dem Phosphorgehalt 148t sich aber berechnen, 
daB nicht allein Nucleinsdure vorliegt, sondern auch andere stickstoff- 
haltige Verbindungen vorhanden sein miissen. Es ist noch verfriiht, 
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iiber den Gehalt an Purinbasen im Tabak zu sprechen, um so mehr, 
als diese Untersuchungen einstweilen nur an wisserigen Ausziigen 
durchgefithrt wurden, obwohl die alkalischen Ausziige viel mehr Nuclein- 
saure und Purinbasen enthalten miissen und deswegen viel interessanter 
sind. 
Wenn wir uns jetzt wieder den angefiihrten Tabellen zuwenden, 
so sehen wir, daB der Aminostickstoffgehalt bei der Hydrolyse des 
Magnesiumauszuges nur aufs Doppelte anwachst und daB der griéBte 
Teil der Aminobindungen nicht wie in den Peptidbindungen hydro- 
lysiert wird, sondern der Proze tiefer bis zur Ammoniakabspaltung 
fortschreitet. Dieser Umstand, sowie die Eigenschaft der Nucleinbasen, 
mit Kupferoxyd Niederschlage zu bilden, 148t uns annehmen, daB der 
Gehalt des Tabaks an diesen Basen ein betrachtlicher ist. stick 
Ein bedeutender Teil des Tabakstickstoffs geht jedoch weder in welc! 
die wiasserigen, noch alkalischen Ausziige tiber, sondern bleibt im Amn 
Tabak gebunden. Die Menge’ des Aminostickstoffs nach vollstandiger stam 
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure oder im Autoklaven kann 
einige Auskunft iiber die Art des EiweiBkomplexes im Tabak geben. 
Aus dieser Uberlegung hydrolysierten wir den Tabak (und nicht nur 
seine Ausziige) im Autoklaven und durch Kochen mit Salzsiaure. 


5g Tabak wurden mit Wasser und konzentrierter Schwefelséure 
(3 cem auf je 50 cem Wasser) 3 Stunden bis auf 180° im Autoklaven erhitzt, 
darauf bis auf ein gegebenes Volumen aufgefiillt, filtriert, neutralisiert und 
ein gewisser Teil zur Bestimmung des Gesamt-, Amino- und Ammoniak- 
stickstoffs bis auf 150 cem konzentriert. Dabei bemerkten wir, leider nicht 
gleich am Anfang, dali die Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke 
nicht 5 Minuten wie sonst, sondern 2 Stunden in Anspruch nimmt. Es 
liegen also nicht nur Aminogruppen, sondern auch schwer desaminierbare 
Formen primérer Amine vor. 

Daneben wurden 15g Tabak durch Erhitzen am Riickflu8kiihler mit 
5% iger Salzsiure wahrend 11% Stunden hydrolysiert. Das erhaltene Puri: 
Hydrolysat wurde in der gleichen Weise wie nach der Autoklavenhydrolyse 
verarbeitet. Alle Resultate beziehen sich auf 100 g Trockensubstanz. Der 
nach der Autoklavenhydrolyse zuriickgebliebene Tabak wurde sorgfaltig 
gewaschen, getrocknet und sein Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. ausz’ 
Leider wurde die gleiche Bestimmung nach der Hydrolyse mit Salzsaure ety 
unterlassen. gar 
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Tabelle XI. 
des ' 





Gesamt-N Amino-N nach v. Slyke Gesamt-N des Tabak , 
Vv h nach NH _ elmer! 
ersuchs- Abjs Nig < ‘oe ; . “ i Berechn. 
Tabaksorten bedingungen = Nia 5 Min. | 30 Min. | 2 Std. Rest Samme | fu zu g 


%» %o %o %l9 %o %o 





% 
1,39 0,639 0,604 | 0,78 0,87 | 0,285 | 2,32 24% redu 
— 0,262 | 1,91 hvdr 


Dubeck. . Hydrolyse | 
Amerikan im 1,23 | 0,422 | 0,379 0,47 


Trapezunt Autoklaven 1,36 (0679 — | 0633 — § 0,196 | 2,34 ‘Ss 
Trapezunt | Kochen m. HCl 1,38 | 0,498 0,227; — — — — Wass 
Bi 
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Es ist ersichtlich, daB ein groBer Teil des Aminostickstoffs durch 
Alkalien nicht gelést wird und im Tabak verbleibt. Nach vollstandiger 
Hydrolyse des Tabaks und des Auszugs wurden folgende Differenzen 
im Aminostickstoffgehalt gefunden. 


Tabelle XII. 





Dubeck Amerikan Trapezunt 


) ( ( 
!5 ) Mi 


Auszug mit MgO... 0,25 017 0,196 
Hydrolysierter Tabak . 0,807 0,47 0,633 


Der Tabak enthalt nach der Hydrolyse 20 bis 30°, vom Gesamt- 
stickstoff an Aminostickstoff und eine bedeutende Menge Ammoniak, 
welches nur auf 20 bis 30°, im Tabak praformiert ist. Etwa 20°, 
Ammoniak werden aus den Saéureamiden gebildet, und 30 bis 50°, 
stammen aus unbekannten stickstoffhaltigen Verbindungen. 


Tabelle XIII. 


Herkunft des Ammoniaks in den Tabakhydrolysaten. 





, ? . , . N Hz, aus 
NHg im NH; im NH; aus Bh or Rome 
Tabaksorten Versuchsbedingungen | Hydrolysat Tabak Amiden Verbindungen 


0 0 0 0 
0 0 0 0 


Dubeck . . Hydrolyse im {| 0,639 0,210 0,103 0,325 
Amerikan } Autoklaven 3 Std. {0,422 0,100 0,083 0,239 
Trapezunt . 180° | 0679 0379 0,115 0,185 


Trapezunt A yma “ HCI 0,498 0,379 0,115 0,004 


Wir denken, da8 sich Ammoniak aus den Aminogruppen der 
Purinbasen bilden kann. Ein groBer Teil des Stickstoffs (etwa 30 °,) 
ist im Nicotin, in Nitraten und tertiaren Aminen enthalten. 


Wie wir gezeigt haben, enthalten die wasserigen und Magnesium- 
ausziige des Tabaks nur Spuren von Peptidbindungen und folglich 
gar keine EiweiSstoffe. 

In unseren weiteren Versuchen wollen wir den alkalischen Auszug 
des Tabaks auf gleiche Weise untersuchen und einen Versuch machen, 
einen Eiablick in die unléslichen Stickstoffverbindungen des Tabaks 
zu gewinnen. 

Wir beschaftigten uns mit den Ursachen, infolge deren die Menge 
reduzierender Stoffe in den wisserigen Ausziigen nach der Autoklaven- 
hydrolyse herabsinkt, und konnten dabei unsere Vermutung, daB der 
wasserige Auszug gar keine EiweifSstoffe enthalt, bestatigen. 
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Es erschien héchstwahrscheinlich, daB das Verschwinden «: 
reduzierenden Stoffe im Hydrolysat von der Kondensation von Aldehy«d 


gruppen mit Aminogruppen unter Bildung von Huminsubstanze; 


abhangt. 

Wir untersuchten Ausziige aus den gleichen Tabaksorten Dubeck 
Amerikan, Trapezunt Nr. 20. Ihre Gesamtanalyse wurde schon obe: 
angegeben. 

Es wurden je 10 g Tabak in zwei gleiche Kolben gebracht, mit 200 cc: 
kochenden Wassers digeriert und der eine Kolben auf eine halbe Stunc: 
auf ein Wasserbad bei 70° gestellt, der andere aber 3 Stunden unter 31, At: 
Druck (150°) im Autoklaven erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde auf 500 cc; 
aufgefiillt, filtriert und in beiden Filtraten der Gesamtstickstoff nac! 
Kjeldahl, das Ammoniak nach Longi, die Kohlehydrate vor und nach de: 
Hydrolyse mit Salzsiure auf dem Wasserbad (¢ bis 70°) und endlich de: 
Aminostickstoff nach van Slyke und Sérensen bestimmt. Zur Bestimmung 
nach van Slyke wurden 100 cem der Lésung mit Magnesium versetzt, nac} 
Abjagen des Ammoniaks wieder neutralisiert und bis auf 25 cem konzentriert. 
10cem dieser Lésung lieferten bei Einwirkung von Natriumnitrit 
schwefelsaurer Lésung je nach der Tabaksorte 3 bis 6 ccm Stickstoff. 

Ein anderer Teil des Filtrats wurde mit Bleiessig bearbeitet, bis aut 
300 cem aufgefiillt, filtriert und in 200 cem des Filtrats der Bleiessig durch 
eine Bicarbonatlésung (10 °,ig) niedergeschlagen. Darauf wurde auf 250 ccm 
aufgefiillt, wieder filtriert und die gleichen Analysen wie oben angegeben 
durchgefiihrt. 

I. In allen Versuchen ist die Menge der Kohlehydrate und des 
Aminostickstoffs nach der Autoklavenhydrolyse kleiner als nach dem 
Erhitzen auf dem Wasserbad; der Gehalt an Ammoniak und an in 
Lisung gegangenem Gesamtstickstoff ist dagegen gréBer. 

II. Der Stickstoffgehalt des Bleiniederschlags (durch Abziehen des 
Gesamtstickstoffs nach dem Fallen von dem Gesamtstickstoff vor 
dem Fallen berechnet) sinkt nicht nach der Autoklavenhydrolyse, wie 
es infolge der eintretenden EiweiBspaltung sein miiBte, sondern wird 
sogar gréBer, wodurch seine Herkunft aus Nicht-Eiweifstoffen be- 
statigt wird. 

III. Im Gegensatz wird das Verhiltnis von Amino- zu Gesamt 
stickstoff nach der Hydrolyse kleiner, obwohl es bei der Spaltung von 
EiweiBstoffen wachsen miiBte; dies weist wieder darauf, daB® der Stick- 
stoff im Auszug nicht in Eiweibstoffen enthalten ist. 

Es wurde nach derselben Methode der Tabak der Zigaretten 
,,Lux“, ,.Ira‘‘, ,,.Dehli‘‘, ,,Gala‘‘, ,, Tscherwonez‘* und ,,Box‘* untersucht 
die Resultate waren sehr ahnlich. In den unten angefiihrten Tabellen 
sind die Veranderungen im Gehalt an Kohlehydraten und Aminosauren 
a) der durch Bleiessig fallbaren Substanzen und b) das Verhaltnis 
NH,/N in den wasserigen und im Autoklaven hergestellten Ausziigen 
gegeben. 


Trockensubstanz) 


100 ¢ 


Tabak Dubeck (auf 


Auszug aus dem 


XIV. 
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Quantitative Verinderungen im Gehalt an Kohlehydraten und Amino- 
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Tabelle ,,a‘*. 


sduren in den wasserigen und im Autoklaven hergestellten Ausziigen. 





Tabak: 


Versuchs- 
bedingungen 


Vor der Auto- 
klavenbydr. . 
Nach der Auto- 
klavenhydr. . 


~Lux* 


~lra* 





Summe der 
Kohlehydrate vor 
der Hydrolyse 


NH, nach 


Sorensen 


NH, nach 


Sorensen 


vor dem nach dem vor dem nachdem |vor dem nachdem vor dem | nachd 
Fillen 


Fallen 


0 
0 


Fillen Fallen 
0), 0), 


Fallen 


Fallen 


1,02 | 0,78 


0,76 


10,39 1,30 0,78 


1,03 8,68 1,13 0,84 


Summe der 


Kohlehydrate y\; 


der Hydrolys 


Fillen | Fille 


9.45 
7,93 





Tabak : 


~Dehli* 





Versuchs- 
bedingungen 


~Gala* 





‘ Summe der _ 
an . 
gp Bn . Kohlehydrate vor 
: nsen der Hydrolyse 


NH» nach 


Sorensen 





vor dem nachdem | vor dem nachdem vor dem nachdem 


Summe der 


Kohlehydrate vor 


der Hydroly S¢ 


vor dem nachder 





Fillen | Fallen Fallen 
0 ) { 
v0 0 uo 


Vor der Auto- 
klavenhydr. . 
Nach der Auto- 
klavenbydr. . 


0,96 | 0,78 8,22 


1,00 | 0,76 7,03 


Tabelle 


Fallen 


Fillen 


0 0 0 v 


Fallen | Fallen 


6,28 1,14 7,84 6,32 


5,59 1,03 ; 7,44 


5.59 


a: 


Durch Bleiessig fallbare Verbindungen (auf 100 g Trockensubstanz). 


Fallen 





~Ira* 





vor dem nach dem 
Trocknen Trocknen 
in der 


Versuchs- 


bedingungen in der 


Trommel Trom 


0 


»Tscher- 


wonez* »Box 


mel 


0 


Vor der Auto- 
klavenhydrolyse 
Nach der Auto- 
klavenhydrolyse 


0,310 
0,420 


0,422 
0,435 


Tabelle 


Verhaltnis von Aminostickstoff zu 


0,488 
0,514 


0,360 | 0,500 0,370 | 0,500 


0,470 0,670 0,470 | 0,580 


se 
of 


Gesamtstickstoff in Prozenten. 





Tabak : ~Lux* Ira” 
? U 


Vor der Auto- 
klavenhydrolyse 

Nach der Auto- 
klavenhydrolyse 


~Gala* .~Tscherwonez* 


%p 9/5 


.Box* 


74 70 
60 57 


bar 


Alle 


wir 
nac 
gar 
niet 
in . 
nac 


NE 
Die 
Eis 
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nz). 





Box 


0,500 


0,580 
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Es schien natirlich, daB der Gehalt an durch Bleiessig nicht fall- 
baren Verbindungen nach der Autoklavenhydrolyse steigen wiirde. 
Allein bleibt die Menge Aminostickstoff nach Sérensen ungefahr gleich. 

Ein kleiner Anwuchs an Aminogruppen infolge der Hydrolyse 
wird wahrscheinlich durch die Kondensationsreaktion mit Aldehyden 
nach Maillard kompensiert; denn der Gehalt an Kohlehydraten fallt 
ganz bedeutend. Die VergréBerung des Stickstoffgehalts im Bleiessig- 
niederschlag (Tabelle ,,b“) wird durch den Ubergang von Asparagin 
in Asparaginsaure und vielleicht durch die Bildung von Glucos-Aminen 
nach Maillard bedingt. 

Tabelle ,,c‘* deutet klar auf eine Verminderung des Verhiltnisses 
NH,/N nach der Autoklavenhydrolyse in den untersuchten Tabaken. 
Diese Erscheinung ware nicht méglich, wenn in den Tabakextrakten 
EiweiSstoffe, Peptone oder héhere Spaltungsprodukte enthalten waren. 


SehluSfolgerungen. 


1. Es gehen in einen wasserigen oder schwach alkalischen Tabak- 
auszug weder Eiweif, noch Peptone oder kompliziertere Polypeptide 
liber. Der nach Barnstein bestimmte Stickstoff stammt nicht aus 
EiweiB, sondern aus anderen stickstoffhaltigen Verbindungen, wahr- 
scheinlich aus Purinbasen. 

2. Eine betrachtliche Menge Stickstoff wird bei der Hydrolyse 
als Ammoniak abgespalten, was auch auf die Anwesenheit von be- 
deutenden Mengen Purinbasen deutet. 

3. Der EiweiSstickstoff kann im Tabak nach Sarnstein nicht 
bestimmt werden. Es kann fiir diese Bestimmung das Verfahren von 
Mohr gebraucht werden; der auf diese Weise bestimmte Stickstoff 
mu8 jedoch nicht als EiweiBstickstoff, sondern als Stickstoff der in 
0.5 °.iger Essigsaure schwer léslichea Verbindungen bezeichnet werden. 

4. Der gréBte Teil des Aminostickstoffs im Tabak gehért zu den 
in Magnesiumsalzlésungen und Wasser unlislichen Verbindungen 
(60 bis 65%). 

5. Beim Erhitzen von Tabak im Autoklaven mit Wasser findet 
eine Kondensationsreaktion nach Maillard statt, derzufolge der Amino- 
stickstoff und Kohlehydratgehalt stark abnimmt. Folglich ist das 
Verfahren zur Starkebestimmung in dem Tabak nach Reinecke nicht 
brauchbar. 








Untersuchungen auf dem Gebiete der Tabakchemie. 


Iil. Mitteilung: 
Uber die Methodik der Eiweitbestimmung im Tabak. 


Von 


N. Gawrilow und A. Taranowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der ersten Staatsuniversitat 
zu Moskau und dem Betriebslaboratorium fiir Tabakuntersuchungen des 
,»Mosselprom“‘.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 


Die. wichtigsten Methoden zur Untersuchung des Eiweifstickstoffs 
griinden sich auf Fallungsreaktionen der EiweiSstoffe durch Schwer- 
metalle! oder Alkaloidreagenzien?, wie Tannin, Phosphorwolfram- 
siure und andere. 


Bei ihrer Priifung wurden die meisten Methoden hauptsachlich mit 
der von Stutzer und Barnstein etwas abgeainderten Methode von Ritthausen 
verglichen. Das von Ritthausen* 1874 vorgeschlagene Verfahren bedient 
sich einer Fallungsreaktion der EiweiBstoffe mit alkalifreiem Kupfe: 
hydroxyd (richtiger mit basischem Kupfersulfat). Der in heiBem Wasser 
unlésliche Niederschlag wird durch Filtrieren und Auswaschen von den 
meisten anderen nicht zum EiweiB gehérenden stickstoffhaltigen Verbindungen 
getrennt. Nach diesem Verfahren wird die zu untersuchende Substanz 
wahrend einer halben Stunde mit Wasser gekocht und eine verdiinnte 
Kupfersulfatlésung zugegossen; darauf wird mit Kalilauge bis zur schwach 
sauren oder neutralen Reaktion neutralisiert, der entstandene Niede: 
schlag filtriert, verbrannt und der Stickstoff bestimmt. 1880 wurde von 
Stutzer* vorgeschlagen, die Neutralisation der gefarbten Kupferlésung mit 
Alkali durch Eintragen von Kupferhydroxyd zu ersetzen. Im folgenden 
Jahre unterwarf Schulze® die vorgeschlagenen Methoden einer durch 
gehenden Kritik und kam zu dem SchluB, da8 es gar keine GewiBheit 
gibt, ob durch Kupferhydroxyd nur Eiweifstoffe und keine anderen stick- 


1 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 8, S. 717; 
Barnstein, Landw. Versuchs-Stationen 54, 327, 1900; Stutzer, Journ. f. 
Landwirtsch. 28, 103, 1880; Sestini, Landw. Versuchs-Stationen 28, 305, 
1879; Kellner, ebendaselbst 24, 439, 1879. 

2 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 8, S. 720; 
Kononnikow, Anleitung zur chemischen Untersuchung der Nahrungs- und 
GenuBmittel (russisch). 

3 Ritthausen, EiweiBkérper, 8.32; Fresenius-Zeitschr. 232, 1874; 
241, 1878. 

4 Journ. f. Landwirtsch. 28, 103, 1880. 
5 Landwirtsch. Versuchs-Stationen 26, 213, 1881. 
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stoffhaltigen Verbindungen gefallt werden. Um eine richtige Vorstellung 
iiber den Eiweibgehalt zu bekommen, mu’ man nach Schulze mehrere 
Methoden nebeneinander anwenden. Barnstein fiihrte 1900 eine weitere 
\banderung in die Methode von Ritthausen ein, die seitdem als Methode 
von Barnstein bekannt ist. Die Veranderungen bezogen sich nur auf die 
Reihenfolge bei der Fallung und auf eine genaue Dosierung des Kupfer- 
sulfats und des Alkalis. Barnstein bemerkt unter anderem, da seine 
Methode zur EiweiBbestimmung im Tabak nicht brauchbar ist, da Nicotin 
mit Kupfer einen unléslichen Niederschlag bildet. 

Jede neue vorgeschlagene Methode stellte sich weder das Ziel, 
objektive Werte zu liefern, noch wurde sie an reinen EiweiSstoffen 
yeprift, aber alle Autoren verglichen die von ihnen erhaltenen Ergebnisse 
mit den schon vorhandenen Methoden und hauptsachlich mit der von 
Ritthausen und Stutzer. Nur selten wurde darauf hingewiesen, dab 
die Anwesenheit einiger Stoffe, z. B. Alkaloide, Leucin, Tyrosin und 
andere, bei manchen Verfahren stérend wirken kénne. Eine Reihe 
von Parallelbestimmungen an 20 bis 30 Objekten nach zwei ver- 
schiedenen Methoden wird als geniigend zur Anerkennung eines neuen 
Verfahrens angesehen, welches manchmal nichts methodisch Neues 
aufweist, wie z. B. die Methode von Barnstein. Niemand hat es versucht, 
seine Methode auf Produkte der partiellen EiweiBhydrolyse anzuwenden 
in der Uberzeugung, daB es geniigt, das Eiwei8 bis zu Peptonen auf- 
zuspalten, um seine Eigenschaften so weitgehend zu verfindern, daB 
Reagenzien, die friiher den EiweiBstoff fallten, jetzt fast als Losungs- 
mittel dienen kénnen. 

Diese Annahme, da es eine Universalmethode zur Eiweibstickstoff- 
bestimmung gibt, bringt nach unserer Meinung viel Schaden den Zoo- 
technikern und Agrochemikern, die sehr oft den ganzen Komplex der 
stickstoffhaltigen Verbindungen in Pflanzen oder Tierstoffen als EiweiB 
nach Barnstein bezeichnen. 

Nach unseren Anschauungen ist es unwahrscheinlich, das wahrend 
der Tabakfermentation der EiweiBgehalt nicht nur herabsinkt, sondern 
manchmal sogar ansteigt: wir erklaren diese Befunde nur durch Mangel 
in der angewandten Methodik, die keine richtige Vorstellung tiber die 
Summe des Eiweibstickstoffs zu geben vermag. 

Wir untersuchten folgende Methoden: EiweiBbestimmung nach 
Barnstein, nach Kononnikow, durch Tanninfallung ohne Alkoholzusatz, 
durch Fallung mit Bleiacetat und mit Phosphorwolframsaure. 

Erst priiften wir diese Methoden an wasserigen Albuminlésungen. 


Beschreibung der Methodik. 


1. Es wurden 15ccm einer Albuminlésung genommen, bis auf etwa 
50 ccm mit Wasser versetzt, bis zum Kochen erhitzt und dann erst 25 ccm 
einer Kupfersulfatlésung (60g CuSO, auf 1 Liter Wasser) und darauf 
25cem Natronlauge (12,5g NaOH auf 1 Liter Wasser) langsam unter 
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Rithren eingegossen. Das Becherglas mit dem Niederschlag wurde bis 
zum Absitzen in ein heiBbes Bad gestellt, die Lésung durch ein Filter ab- 
gegossen und der Niederschlag mit heiBem Wasser fast bis zam Verschwinden 
der Reaktion mit BaCl, gewaschen. Darauf wurde der Niederschlag in 
einen Kjeldahlkolben gebracht, mit 25ccem Schwefelsiure (spezifisches 
Gewicht 1,84) tibergossen, vorsichtig wahrend einer halben Stunde iiber 
offener Flamme erhitzt, noch 8 bis 10 g K,SO, eingetragen und verbrannt. 
Nachdem die Lésung farblos geworden war, wurde noch eine halbe Stunde 
erhitzt. Darauf wurde wie iiblich abgekiihlt, mit Wasser versetzt und das 
Ammoniak abgetrieben. Als Indikator diente Methylrot. 

2. Die Bestimmung von Eiwei®stickstoff nach Konounikow wurde in 
folgender Weise ausgefiihrt : 

50 cem einer Albuminlésung wurden bis zum Kochen erhitzt, mit dem 
halben Volumen einer gesattigten Kochsalzlésung und dann solange sich 
noch ein Niederschlag bildete mit dem Fallungsreagens (20g Tannin, 
37,5cem Eisessig, 400 ccm absoluter Alkohol mit Wasser bis auf | Liter 
aufgefiillt) versetzt. Der entstandene Niederschlag wird bis zum Ver- 
schwinden der Eisenchloridreaktion auf Tannin gewaschen und der Stick- 
stoff nach Kjeldahl bestimmt. Als Katalysator bei der Oxydation wurde 
Kupfersulfat gebraucht. ; 

3. Fallen von EiweiB mit Tannin. 50ccm einer Eieralbuminlésung 
wurden bis zum Kochen gebracht, 20cem einer 10°%igen Magnesium- 
sulfatlésung, dann nicht zu viel einer Tanninlésung (10% Tannin in 5°, 
Essigséure) eingetragen und im verschlossenen GefaB iiber Nacht stehen- 
gelassen. Der Niederschlag wird abgenutscht und bis zum negativen Ausfall 
der Eisenchloridreaktion gewaschen. Darauf folgt die Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl in Gegenwart von Kupfersulfat. 

4. Fallen mit Bleiacetat. Es wird zu 50 ccm einer Eieralbuminlésung 
so lange Bleiacetat zugelassen, bis auf Zusatz eines Tropfens Sodalésung 
eine Triibung in der klaren Lésung zu entstehen beginnt. Obwohl sich 
also in der Lésung schon iiberschiissiges Blei befindet, fallen auf erneuten 
Zusatz von Bleiacetat noch neue Flocken aus. Deshalb wurde die Blei- 
acetatlésung portionenweise bis zur vélligen Fallung zugesetzt, der Nieder- 
schlag 2 Stunden stehengelassen, filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen 
und nach Kjeldahl mit Kupfersulfat verbrannt. 

5. Fallen mit Phosphorwolframséure. 50ccem einer Eieralbumin- 
lésung wurden bis zum Kochen erhitzt, mit 25 cem 2,5 %iger Schwefelsaure 
angeséuert, und vorsichtig eine Lésung von Phosphorwolframséure zu- 
gesetzt, bis kein schwerer weilier Niederschlag mehr ausfiel. Neue Zugabe 
von Phosphorwolframséure verursachte nur eine schwache Triibung. Die 
Lésung mit dem Niederschlag wurde durchgeschiittelt, 2 Stunden stehen- 
gelassen, sodann filtriert und der Niederschlag mit 2,5°%iger Schwefelséure 
bis zum Verschwinden der Phosphorwolframséure gewaschen. Der Rest 
wird verbrannt und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

6. Methode von Mohr. Es werden 75 cem 0,5 °jiger Essigsiure zu 50 cem 
Albuminlésung gegossen, gekocht und der Niederschlag mit 0,5 °,iger Essig- 
siure gut ausgewaschen. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Darstellung von Albumin- und Albuminhydrolysatlésungen. 


1. Eieralbumin (Kahlbaum) wurde fein verrieben und in warmem 
Wasser gelést. Ein Teil dieser Lésung wurde zu den Versuchen nach den 
oben beschriebenen Methoden verbraucht. 





lg 

Wa: 
3 ww 
der 
eine 


mit 


gefi 


ee ee, eee ee ee ee, ae ee 


i. 


— | 


bis 


ab- 


iden 
Z in 
ches 


iber 
nnt. 
inde 

clas 


6 in 


lem 
sich 
nin, 
iter 
Ver- 
ick- 
irde 


ung 
um- 
5 o 

1en - 
fal] 


ung 


ung 
ung 
sich 


Tabakchemie. III. 15: 


2. Trockenes Albuminpulver wurde bei Zimmertemperatur mit 
rauchender Salzsaure wihrend 24 Stunden hydrolysiert (3cem HCl auf 
|g EiweiB). 

3. Das erhaltene Hydrolysat wurde noch 1 Stunde auf einem kochenden 
Wasserbad mit rauchender Salzséure erhitzt. 

4. Eine Albuminlésung wurde im Autoklaven (nach Zelinsky) wahrend 
3 und 5 Stunden auf 180° erhitzt. Nach der Autoklavenhydrolyse wurde 
der ungeléste Rest abfiltriert und in 2°,iger Natronlauge gelést. Es entsteht 
eine opalisierende undurchsichtige Lésung. Die Biuretreaktion fallt sowohl 
mit dem Filtrat als mit dem ungeldésten Rest negativ aus. 

In allen Lésungen wurden der Eiweifstickstoff nach den sechs an- 
gefiihrten Methoden, der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, der Aminostickstoff 





. . . EiweiB-N  Eiweifi-N 
| Gesamt- Ammoniak- Amino- nach nach 
N N N Barnstein Kononnikouw 


£ lo lo 9/9 0 


Substanz 


. Eieralbumin in Wasser gelést 0.0851 — 94 92 
2. Eieralbumin, 24 Std. mit kalter 

rauchender Salzsiure hydroly- 

NE elas es ke Gee 
3. Eieralbumin, nach der _ vor- 

herigen Hydrolyse nach 1 Std. 

auf dem Wasserbad erhitzt . 0,0286 
. Eieralbumin mit 1% H,S0O, 

im Autoklaven bei 180° und 

10 Atm. Druck 3 Std. hydroly- 

a sth es SS os OOS 13,4 10,61 13,2 
5. Eieralbumin, Hydrolyse im 

Autoklaven wahrend 5Std. . |0,0877 23.43 17,29 3,45 
}. Ungeléster Rest nach 5 stiindig. 

Autoklavenhydrolyse in 2% 

NaOH aufgelist ..... . 0,00753 = abw. 17,1 64,01 





Eiweib-N Eiweifi-N Eiweifi-N 
7 . mittels mittels mittels Phos- 
Substanz Tannin Bleiacetat phorwolframs. 


) 6 
° 0 ‘ 0 0 0 


Stickstoff 
nach Mohr 


0 


1. Eieralbumin in Wasser geldst ;, 84.5 94,9 
2. Eieralbumin, 24 Std. mit kalter 
rauchender Salzséure hydroly- 
ia hoe ba so et ee 87 41,56 94.6 
3. Eieralbumin, nach der vor- 
herigen Hydrolyse nach 1 Std. 
auf dem Wasserbad erhitzt . 17 3,39 
. Eieralbumin mit 1% H,S0O, 
im Autoklaven bei 180° und 
10 Atm. Druck 3 Std. hydroly- 
siert eA eae ae 
5. Eieralbumin, Hydrolyse im 
Autoklaven wahrend 5Std. . 9,84 
}. Ungeloster Rest nach 5 stiindig. 
Autoklavenhydrolyse in 2% 


Na OH aufgelést 56,05 
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nach van Slyke und das Ammoniak durch Abtreiben im Vakuum bestimmt. 
Die Resultate sind in vorstehender Tabelle zusammengestellt. Eiwei(s, 
Aminogruppen und Ammoniakstickstoff sind in Prozenten vom Gesamt- 
stickstoff ausgedriickt. 

Aus der angefiihrten Tabelle geht hervor, daB fast alle Methoden 
mit einem echten EiweiBstoff nahe Werte geben, mit Ausnahme de: 
Methode von Mohr und der Bleiacetatfillung, bei der immer die Gefah: 
besteht, zuviel Reagens beigesetzt zu haben und somit den Niederschlag 
wieder in Lésung gebracht zu haben. Es geniigt aber eine schwache 
Hydrolyse, um mit den verschiedenen Methoden ganz widersprechende 
Ergebnisse zu erhalten. 

Nach einer schwachen Hydrolyse mit Salzsiure, wobei der Eiweil- 
komplex sich verandert hatte, wurden mit den Methoden von Barnstein 
Kononnikow und durch Fallen mit Bleiacetat bis 50°, EiweiBstickstoff 
erhalten; die Tanninfallung ohne Alkohol gab 72°, und die Fiallung 
mit Phosphorwolframsaure gab einen unverinderten Wert fiir den 
EiweiSstickstoff, augenscheinlich, weil Ammoniak sowie Hexobasen 
und einige Anhydride dabei auch gefallt werden. 

Die nach dem Erhitzen auf dem Wasserbad entstandene abiurete 
Lésung ergab noch 10°, Eiweibstickstoff nach Barnstein und 19,67 °, 
nach der Phosphorwolframsiuremethode; die anderen Methoden gaben 
viel niedrigere Werte: nach Kononnikow waren 0,60 °,,, nach der Fallungs- 
methode mit Tannin ohne Alkoho] 1,17°;, und nach der Bleiacetat- 
fallung 3,39°,, EiweiBstickstoff vorhanden. Die maBigere Hydrolyse 
im Autoklaven fiihrt zu einer abiureten Lésung, wobei aber Anhydride 
gebildet werden, die ungelést bleiben. Diese Lésung enthalt 3,45°, 
EiweiBbstickstoff nach Barnstein, 51,77°%, nach der Phosphorwolfram- 
sauremethode und 7,5 und 9°, nach den Tanninmethoden. Der sicherlich 
nicht aus Eiweif bestehende Niederschlag wurde fiir sich untersucht 
und lieferte 50 bis 67°, EiweiBstickstoff nach allen Methoden. 

Daraus wird ec klar, daB fiir EiweiBspaltungsprodukte keine der 
angefiihrten Methoden brauchbar ist. Bei der Autolyse absterbender 
Pflanzen, bei Verdauungsprozessen und Studien iiber Stoffwechse| 
kénnen diese Methoden nicht gebraucht werden. 

Bei der objektiven Bestimmung der Tabakqualitat wird der Eiweif- 
gehalt nach Barnstein als charakteristisches Merkmal angesehen. Der 
EiweiBgehalt ist als negative Charakteristik (Nennes) in die Schmucksche 
Zah] (Verhaltnis von Kohlehydraten zu Eiweifstoffen) eingefiihrt 
Er ist ein unnétiger Ballast, den man bei Herstellung der Tabak- 
mischungen zu vermindern sucht, indem man _ kohlehydratreichere 
Tabaksorten in die Mischung beigibt. 

Angesichts der Bedeutung, die man diesen EiweiSbestimmungen 
zuschreibt, wurden verschiedene Tabaksorten nach allen angefihrte: 
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Methoden von uns untersucht. Die erhaltenen Werte sind in folgender 
Tabelle angefitihrt (Stickstoffgehalt in Prozenten vom absolut trockenen 
Tabak). 





— Eiweil 
Nicotin Eiweil nach 
nach Mohr  parnstein 


0 i) ) 0 
0 %o 0 "Io 0 


2 Gesamt-N Ammoniak 
labaksorte 


Suchum Nr.20 .... 2,24 0,170 1,004 6,57 8,97 
Trapezunt Nr.20 ... 2.789 0,361 3,225 5,42 7.87 
Amerikan Nr, 20. 2,254 0,100 1,931 6,31 7,94 





“sae , 4 |  Phosphor- 
Eiweifi nach Tannin- | Bleiacetat- . . J ie, 
- - : | . wolframsiure 

Kononnikow fillung fillung fullung 


Fo 9 9} %, 


Tabaksorte 


Suchum Nr.20 ..../| ; 7,03 6 


3, 
Trapezunt Nr.20 ... 5,27 5,73 _ 
Amerikan Nr. 20... . ,t 5,56 13 8,13 


63 9,28 
73 
1 


Die erhaltenen Werte erinnern in ihrer UngleichmibBigkeit an 
diejenigen, die bei der EiweiSstickstoffbestimmung in Albuminhydro- 
lysaten gefunden wurden. Ein Unterschied besteht nur darin, dab 
dort die héchsten Werte mit den Tanninmethoden, hier dagegen mit 
den Schwermetallsalzen erhalten wurden. 

Augenscheinlich enthalten die Tabake auBer den Eiweibzerfalls- 
produkten noch andere nicht aus Eiweif stammende Verbindungen, 
die mitgefallt werden. Verschiedene Tabaksorten weisen den Eiweib- 
bestimmungen nach den verschiedenen Methoden gegeniiber ein un- 
gleiches Verhalten auf. So erhalt man fiir den Tabak ,,Suchum* nach 
den Tanninmethoden nur etwas gréBere Werte als nach Mohr; fiir 
, Amerikan’ dagegen erhalt man nach Mohr um 0,8°%, groéBere und 
fiir ,,Trapezunt’‘ wieder um 0,4°, kleinere Werte. Bei der Tannin- 
fallung ohne Alkoho] ist aber der Unterschied fiir ,.Trapezunt*’ nur 
0,15 %. 

Woraus besteht der Niederschlag nach Barnstein? Vergleicht man 
den nach Barnstein ermittelten Eiweibgehalt mit den Ergebnissen 
der Mohrschen Methode, so bekommt man nach der ersten um 2,45 °,, 
gréBere Werte, also einen Unterschied von 31°... 

Welche Verbindungen bedingen diesen Unterschied? Um diese 
Frage aufzukliren, bereiteten wir einen wasserigen Auszug aus dem 
Tabak ,,.Suchum“ Nr. 20. Die vom Tabak abfiltrierte Lésung wurde 
nach Barnstein gefallt und, wie gewéhnlich, so lange gewaschen, bis 
auf Zusatz von BaCl, sich kein bemerkbarer Ring mehr bildete. Das 
Waschwasser wurde gesammelt und im Vakuum konzentriert. Mit 
einem Uberschu8 an Natronlauge fiel die Biuretreaktion des Nieder- 
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schlags negativ aus. In 10°,iger Schwefelsiure liste er sich ohn 
Riickstand auf. In der entstandenen Lésung und in dem konzentrierten 
Waschwasser wurden der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, das Ammoniak 
nach Longi, der Aminostickstoff nach van Slyke und der Stickstoff 
der Amidgruppen durch 114stiindiges Kochen am RiickfluSkiihler mit 
konzentrierter Schwefelsiure bestimmt. 


Ein Teil des aufgelésten Kupferniederschlags wurde 3 Stunden 
im Autoklaven bei 180° hydrolysiert und darauf die gleichen Be 
stimmungen durchgefiihrt. Es wurden folgende Werte erhalten: 





Ammoniak-N Amino-N 
2 °/o vom Gesamt-N O65 
Tabak Suchum Nr. 20 Gesamt-N Amid-N 





vor der nach der vor der nach der 
mg fg Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse 


. Der Niederschlag 

nach Barnstein 

in Schwefelsaure 
(10° ig) gelist. 1482 9,7 20 | 450 | 37,58 | 27,1 
2. Waschwasser. . | 8,560 7 26,3 60,9 22,9 26,3 

Nach der Hydrolyse ist der Gehalt an Aminogruppen nicht an- 
gewachsen, wie es der Fall sein miiBte, wenn der Kupferniederschlag 
aus EiweiSkérpern bestiinde; es hatte aber eine starke Desaminierung 
stattgefunden und der Ammoniakgehalt war merklich gréBer geworden. 
Die Ergebnisse der Hydrolyse zeigen deutlich, daB im Niederschlag 
nach Barnstein keine EiweiBstoffe enthalten sind. Desgleichen ist auch 
das Waschwasser frei von Eiweifstoffen. Nach der Hydrolyse des 
Waschwassers waren iiber die Hialfte des Gesamtstickstoffs als 
Ammoniakstickstoff zugegen (60,9 °%,). 

In der gleichen Weise wurden die Niederschlage nach Barnstein 
der anderen Tabaksorten ,,.Dubeck*, ..Trapezunt’’ und ,,Amerikan* 
Nr. 20 untersucht. Die Ausziige dieser Tabake wurden nach Barnstein 
gefallt, die Niederschlige gut ausgewaschen und in 10 °,iger Schwefel- 
sdure gelést. Die Filtrate wurden wie oben konzentriert und untersucht. 
Ein Teil der Lésungen wurde im Autoklaven bei 180° wahrend 3 Stunden 
erhitzt. In parallelen Proben wurde der Stickstoff der Amidgruppen 
und das Ammoniak bestimmt. 

Es wurden folgende Werte erhalten: 





Ammoniak-N Amino-N 
%/g vom Gesamt-N %FJo 
Gesamt-N Amid-N 





vor der nach der vor der nach der 
mg Og | Hydrolyse | Hydrolyse | Hydrolyse Hydrolyse 


Dubeck Nr.20 . . 1,562 0 6 35,62 72,87 70,4 
Trapezunt Nr.20 . 1,520 a ’ é 60,38 62,0 
Amerikan Nr.20 .| 2,493 : 2% 2, 49,05 76,7 
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Aus dieser Tabelle ist es ersichtlich, daB nur im Tabak ., Amerikan“ 
nach der Hydrolyse eine VergréBerung des Gehalts an Aminogruppen 
von 49 bis auf 76,7 °,, stattgefunden hatte. Der Ammoniakgehalt war 
in allen drei Sorten angestiegen, zwar nicht so stark, wie es beim 
.Suchum* der Fall war. Diese Ammoniakbildung war aber kaum 
mit einer Desaminierung verbunden, denn der Aminostickstoffgehalt 
hatte sich ja tiberal] auch vergréBert. Saureamide waren in den Nieder- 
schlagen nur spurenweise enthalten. 

Keine von den von uns untersuchten Methoden erlaubt es, den 
KiweiBgehalt der Tabake sowie aller Stoffe, in welchen Eiweib- 
zersetzungsprodukte anwesend sind, zu bestimmen. Einstweilen, bis 
noch keine neue Methode zur Untersuchung des stickstoffhaltigen 
Komplexes im Tabak gegeben ist, erscheint es am zweckmabigsten, 
die Methode von Mohr zu gebrauchen, die beim Berechnen der Schmuck- 
schen Zah] zutreffende Werte liefert!. Der aus wiasserigen Tabak- 
lésungen nach Barnstein erhaltene Niederschlag enthalt kein Eiweib, 
wahrscheinlich enthalt er Purinkérper. Wir sind soeben mit einer 
eingehenden Untersuchung dieses Niederschlags beschaftigt. 


1 Siehe M. Kawersnew, Lebensmittelindustrie Nr. 11, 1928 (russisch). 











Spaltung von Chloracetyl-d,l-leucin in die optischen 
Komponenten mittels der aktiven a-Phenylithylamine. 


Von 
Emil Abderhalden und Adolf Sehmitz. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 27, Juli 1929.) 


Die Darstellung optisch-aktiver Polypeptide ist sehr zeitraubend, 
technisch umstindlich und deshalb nicht immer erfolgreich, weil im 
Laufe der zahlreichen Operationen Racemisierungen eintreten kénnen. 
Es ware von groBer Bedeutung, wenn Methoden vorhanden waren, 
welche die in viel kiirzerer Zeit gewinnbaren Racemkérper von Poly- 
peptiden nachtraglich in die optisch-aktiven Komponenten zu zerlegen 
gestatteten. Die Aussichten, ein solches Verfahren zu finden, sind freilich 
gering, weil mit der Zah] der an Polypeptiden beteiligten Aminosauren 
die Anzahl der Racemkérper steigt, und wir nie von vornherein wissen, 
welche optisch-aktiven Komponenten im isolierten Produkt vereinigt 
sind. Wohl aber erscheint es méglich, Dipeptide und vor allen Dingen 
Halogenacylderivate von Aminosiuren in ihre optisch-aktiven Anteile 
zu zerlegen. Wir haben auf Grund der Beobachtungen von Bror 
Holmberg! zunichst auf Chloracetyl-d,l-lewcin nacheinander die beiden 
optisch-aktiven Formen des a-Phenylathylamins einwirken lassen. Ls 
gelang, Choracetyl-l- und Chloracetyl-d-leucin in optisch reiner Form 
zu gewinnen. Diese Feststellung diirfte fiir manche anderen Falle von 
einiger Bedeutung sein. Leider geben nicht alle entsprechenden Ver- 
bindungen gleich giinstige Resultate, indem die Léslichkeit der a- 
Phenylathylamin-Halogen-acylkérper, wie einige Stichproben ergeben 
haben, nicht gering genug ist, um eine Ausscheidung aus einer aus- 
reichend verdiinnten Lésung zu gewahrleisten. 


1 Vgl. z. B. Bror Holmberg und Miiller, Ber. 58, 1601, 1925; Br. Holm- 
berg, ebendaselbst 59, 1558, 1926; 61, 1885 und 1893, 1928. 
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Experimenteller Teil. 
I. Darstellung der optisch-aktiven a-Phenylathylamine. 


Wir gingen in bekannter Weise von Acetophenon aus, stellten 
daraus das Oxim dar und reduzierten dieses zum Amin. Das racemische 
Phenylathylamin zerlegten wir mittels Apfelsiiure und Weinsiiure!. 


II. Gewinnung von Chloracetyl-l-leucin mittels a-Phenylathylamins. 


Zur Durchfiihrung der Spaltung benutzten wir nicht die freie Base, 
sondern ihr kristallisiertes Carbonat, da dessen Anwendung sich als 
bequemer erwies. 


4.0 g Chloracetyl-d,l-leucin wurden in 40cem Wasser mit 3,2 g 
a-Phenylathylamin-carbonat (= 1 Mol.) versetzt. Unter’ lebhafter 
Abspaltung von Kohlensaure begann zunachst Lésung einzutreten. 
Ehe diese vollkommen erreicht war, kristallisierte das gebildete Phenyl. 
ithylaminsalz aus, so daB die Fliissigkeit zu einem dicken Brei erstarrte. 
Unter haufigem Umschiitteln und Aufriihren lieBen wir das Reaktions- 
gemisch noch 24 Stunden stehen. Dann wurde scharf abgesaugt und 
der Filterriickstand mit Wasser gut ausgewaschen. Filtrat und Wasch- 
wasser wurden vereinigt und zur Gewinnung der d-Form, benutzt. 

Die Ausbeute an Phenylithylaminsalz des Chloracetyl-l-leucins 
betrug 2,2 g (= 60°, der Theorie). In heiBem Wasser gelést, kristallierte 
es beim Erkalten in prachtvollen makroskopischen, sternférmig 
angeordneten Nadeln. Thr Schmelzpunkt lag bei 178°. 6,985 mg gaben 
bei 757 mm und 28° 0,539 cem Ng. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cl (328,7) 8,52°%, gefunden 8,71°, N. 


1 g des Phenylathylaminsalzes wurde in 10 cem fiinffach normaler 
Salzsiure gelost. Dabei geht das Phenylithylamin als Chlorhydrat in 
Lésung. Es kann durch Versetzen der Lésung mit Natronlauge und Aus- 
ithern zuriickgewonnen werden. Das Chloracetyl-l-leucin kristallisierte 
sofort aus. Nach mehrstiindigem Stehen wurde es abfiltriert und kurz 
mit verdiinnter Salzsiiure und Wasser ausgewaschen. Die Ausbeute 
betrug 0,6g = 75°, der Theorie. Das Chloracetyl-l-leucin kristalli- 
sierte aus Wasser in rechteckigen Prismen. 

Die optische Drehung wurde in absoluter alkoholischer Lésung 


bestimmt. 0,133 g in 10cem Alkohol drehten das polarisierte Licht 
0,18° nach links bei 20° C. 


Hieraus ergibt sich [al" = — 13,4°, 


1 J. N. Lovén, Journ. f. prakt. Chem. (2) 72, 307, 1905. 
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III. Gewinnung von Chloracetyl-d-leucin aus der Mutterlauge des Chi: 
acetyl-l-leucin-a-phen ylathylaminsalzes mittels l-Phenylathylamins. 

Die Mutterlauge des Chloracetyl-l-leucin-a-phenylathylaminsalz«s 
wurde mit fiinffach normaler Salzsiure angesiuert. Hierbei fiel ein 
Teil des Chloracetyl-leucins aus. Er erwies sich als racemisch. Nach 
starkem Einengen der Lésung konnte der tibrige Teil des in der Lésung 
vorhandenen Chloracetyl-leucins gewonnen werden. Er zeigte nu 
eine schwache Linksdrehung. 

Beide Kristallisationen des Chloracetyl-leucins wurden _hieraut 
wieder vereinigt und in der gleichen Weise, wie oben beschrieben, mit 
1-Phenylathylamin-carbonat behandelt. Auch hier fiel das Pheny!- 
athylaminsalz sofort aus. Aus Wasser kristallisierte es in langen Nadeln. 
Sein Schmelzpunkt lag bei 169 bis 170°. 

6,240 mg gaben bei 750 mm und 18° 0,465 cem N,. 

Berechnet fiir C,,H,,O0,N,Cl (328.7) 8,52°%,, gefunden 8,63 °% N 

Die Zerlegung des Salzes erfolgte, wie oben mitgeteilt, durch 
Behandlung mit fiinffach normaler Salzsiure. Das Chloracety)- 
d-leucin schied sich erst nach mehrstiindigem Stehen in der Kalte aus 
der Lésung aus. Aus Wasser kristallisierte es in rhombischen Tafeln. 
Die Ausbeute betrug etwa 70°, der Theorie. 

0,165 g in 10 cem absolutem Alkohol gelést, drehten bei 20° das 
polarisierte Licht 0,21° nach rechts. Hieraus ergibt sich [a]}”” + 12,7° 
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Beitrage zur Ligninbestimmung mit Siurehydrolyse. 


Von 
Lauri Paloheimo. 
(Aus dem Institut fiir Haustierlehre der Universitat Helsingfors.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Versuche des Verfassers haben AnlaB gegeben, einige von 
Pringsheim! 1919 bis 1923 durchgefiihrte Untersuchungen kritisch 
zu betrachten. Darum diirfte es sachmaBig sein, die Hauptpunkte 
und die wichtigsten Resultate derselben dem Leser in Erinnerung zu 
bringen. 

Das von Pringsheim benutzte und empfohlene Ligninbestimmungs- 
verfahren ist in Kiirze folgendes: 

2g der zu untersuchenden Stoffe wurden in einem Ejisschrank mit 
80 ccm hochkonzentrierter Salzséure 48 Stunden lang hydrolysiert. Darauf 
wurde die Lésung mit Wasser verdiinnt und filtriert. Der Riickstand 
wurde mit Wasser gewaschen und getrocknet. Danach wurde der Riick- 
stand nochmals auf obengenannte Weise behandelt. Der nach dieser zweiten 
Behandlung gewonnene Riickstand wurde fiir Lignin gehalten. 

Durch dieses Verfahren hat Pringsheim vom Holz (die Art ist 
ungenannt) den Ligninprozentgehalt zu 27,46, vom Wintergetreide- 
stroh zu 21,21 und vom Heu zu 28,25 festgestellt. Pringsheim hat von 
zahlreichen verschiedenen Pflanzenstoffen ahnliche Ligninbestimmungen 
ausgefiihrt. AuBerdem nahm er an denselben Pflanzenstoffen Asche-, 
Rohprotein- (N 6,25), Atherextrakt-, Pentosan- und  Cellulose- 
bestimmungen vor. Im folgenden werden einige Analysenresultate 
von Pringsheim zitiert: 


1 Die Landwirtschaftlichen Versuchsstationen 94, 87, 1919; Pringsheim, 
Die Polysaccharide, 2. Aufl., 1923, S. 96. 
Biochemische Zeitschrift Band 214. 11 
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1 2 3 4 5 6 7 


ane | Pos, | Ras, | Ponte | Guo | Bese | nt 
Winterweizenstroh . 4,33 3,00 0,67 | 21,67 34,27 24,96 | 21.21 
Tree. kw ee 4.70 | 2,02 | 21,33 | 35,43 19,71 | 20,40 
Schilfrohr ....... | 5,79 | 3,76 | 0,91 | 20,94 | 38,85 | 23.25 | 20,33 
i ates fk: 2,00 | 13,52 28,50 28,62 2825 
Holz... ... 2 21/1 247 | 1,09 | 1,80 | 9,06 | 45,81 | 29,42 | 27.46 


Diese Resultate stimmen ziemlich gut tiberein mit denjenigen, 
die von anderen Forschern nach ahnlichen Methoden gewonnen worden 
sind. Somit richtet sich der Zweifel, der im folgenden gegen die Zuver- 
lassigkeit der Pringsheimschen Ligninzahlen hervortritt, auch gegen alle 
anderen, nach ahnlichen Arbeitsmethoden erhaltenen Analysenresultate. 

Obgleich Pringsheim es nirgends erwahnt, hat er wahrscheinlich 
alle Prozentzahlen auf eine lufttrockne Substanz berechnet, fiir deren 
Wassergehalt er in allen Fallen die Prozentzahl 12 gewahlt hat. Dieses 
ersieht man daraus, daB die Summe aller Zahlen in den fiinf ersten 
und der siebenten Rubrik fiir alle Substanzen 88 ist. Die Zahlen der 
sechsten Rubrik sind dadurch gewonnen, daB man die Summe der 
Zahlen in den fiinf ersten Rubriken von 88 (nicht von 100, wie Prings- 
heim selbst erwahnt) abgezogen hat. 

Indem Pringsheim die Rubriken ,,Differenz‘‘ und ,,Lignin‘’ neben- 
einander stellt und auf die Ubereinstimmung der Zahlen beider Ru- 
briken hinweist, versucht er, die Zuverlissigkeit seiner Lignin- 
bestimmungsmethode zu bestatigen. Hiermit nimmt Pringsheim den 
Standpunkt ein, daB die obenerwahnten rohfaserreichen Pflanzenstoffe 
keine anderen, nicht-ligninartigen Stoffe enthalten, als die in den 
Rubriken 1 bis 5 genannten. Nach Ansicht des Verfassers ist dieser 
Standpunkt auBerst schematisch und kann nicht mit der Wirklichkeit 
iibereinstimmen. Je mehr der zu untersuchende Stoff von dem Holz- 
typus abweicht, desto mehr scheint die Pringsheimsche Auffassung 
irrezufiihren. In Wirklichkeit sind auch die an Nahrstoffen armsten 
Heuarten aus vielen verschiedenen Stoffen aufgebaut, von denen eine 
bedeutende Anzahl nicht unter die Rubriken 1 bis 5 eingefiigt werden 
kann. Pringsheim hat sogar die Zuckerarten und die Starke auBer acht 
gelassen. Der Verfasser hat gefunden, daB verschiedene Heuarten (in 
der Bliite) 18 bis 27°, wasserlésliche Stoffe enthalten!. Von diesen 
wasserléslichen Stoffen kénnen kaum 5 bis 10°, den in den Rubriken 
1 bis 5 genannten Stoffgruppen entstammen, der gréBte Teil mul 
zur .,Differenz‘‘ gehéren. Nach Pringsheims Ansicht ist kein Teil des 


! Unveréffentlichte Untersuchungen (3g feingemahlenes Heu, 200 ccm 
Wasser, 30 Minuten, Kochtemperatur). 
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Lignins wasserléslich. Diese Auffassung tritt in seiner Lignin- 
bestimmungsmethode deutlich hervor. Wenn wir uns die Pringsheimsche 
Auffassung von der Wasserunléslichkeit des Lignins aneignen, kommen 
wir unbedingt zu der SchluBfolgerung, daB gerade die Ubereinstimmung 
-wischen den ,,Differenz‘‘- und Ligninprozenten das Mangelhafte der 
angewandten Methode am besten beweisen. Wenn wir den Standpunkt 
einnehmen — den auch der Verfasser sich angeeignet hat —-, daB namlich 
ein kleiner Teil der zur Ligningruppe gehérenden Stoffe wasserléslich 
ist!, haben wir auch in diesem Falle Grund genug, die Giltigkeit der 
Pringsheimschen Ligninprozente zu bezweifeln. Es ist namlich un- 
wahrscheinlich, daB ein bedeutenderer Teil der wasserlislichen Stoffe 
in irgendeinem Falle von der Ligningruppe herstammen kénne. 

Diese gegen das Pringsheimsche Verfahren bestehenden Zweifel 
gaben Veranlassung zu den vom Verfasser ausgefiihrten Untersuchungen. 
Der Zweck dieser Untersuchungen war, die in der Pringsheimschen 
Methode verborgenen Fehlerquellen zu finden und ein Verfahren zu 
entwickeln, in welchem man die Einwirkungen derselben vermeiden 
kénnte. Die Fehlerquellen glaube ich auch gefunden zu haben, aber 
die Resultate meiner Untersuchungen geben genug Anlafi, die An- 
wendbarkeit des Saurehydrolyseprinzips bei Ligninbestimmungs- 
methoden zu _ bezweifeln, wenigstens, wenn man allgemeingiiltige 
Methoden zur Bestimmung des Totallignins ausarbeiten will. 


Versuche mit konzentrierter Salzsiure. 
Die mit reiner Cellulose (mit schwedischem Filtrierpapier) an- 
gestellten Versuche ergaben, daB eine vollstandige Hydrolyse auch 








Abb. 1. 
ohne Kihlvorrichtungen erreicht werden kann. Auf Vorschlag von 
Prof. J. Valmari (Helsingfors) hat der Verfasser den auf der Abb. | 
abgebildeten Apparat angewandt. 
1 Diese Auffavsung des Verfassers hat eine Stiitze gewonnen durch 
den miindlichen Bericht des Prof. Oskari Routala, nach welchem auch 


der Wasserextrakt des Holzes und Strohes die fiir die Ligninstoffe charak- 
teristische Vanillinreaktion gegeben hat. 


i a 











164 L. Paloheimo: 


In der Flasche A wurde Chlorwasserstoffgas entwickelt, indem man 
Schwefelsiure von einem Tropftrichter auf Salmiak hinabtropfen lie). 
Das Gas dringt mit eigenem Druck durch das Flaschensystem I bis IIT und 
konzentriert die in den Flaschen befindliche Salzsiure. Im folgenden 
werden die Flaschen I bis III kurz Hydrolyseflaschen genannt. 


In den nachstfolgenden Arbeiten wurden nur zwei Hydrolyseflaschen 
angewandt. In die erste wurde 1 g fein gemahlener und mit Ather extra- 
hierter, zu untersuchender Substanz und in die andere 1g Filtrierpapier 
hineingetan. In beide Flaschen wurden 10 ccm gewoéhnliche konzentrierte 
Salzsaure gegossen. Die Flaschen wurden mit der Gasentwicklungsflasche A 
verbunden und ein kraftiger HCl-Gasstrom wurde durch das System 
geleitet. In der zweiten Flasche konnte man den Gang der Hydrolyse 
leicht verfolgen. Die Cellulose schien sich in 30 Minuten aufzulésen, aber 
als man mit einer Pipette kleine Proben der Flasche entnahm und dieselben 
mit Wasser verdiinnte, konnte man eine deutliche weiBe Triibung wahr- 
nehmen. Nach einer ungefaihr dreistiindigen Behandlung konnte man 
keine Triibung mehr beobachten. Da8 die Konzentrierung der Saure in 
der ersten Flasche natiirlicherweise frither stattfinden muBte als in der 
zweiten, konnte man daraus schlieBen, daB die Cellulose der in der ersten 
Flasche befindlichen Pflanzensubstanz zu dem Zeitpunkt geniigend hydro- 
lysiert war, als die aus der zweiten Flasche genommene Probe nach Wasser- 
verdiinnung keine Triibung mehr aufwies!. Nun wurde der Inhalt der 
ersten Flasche bis auf 100 ccm verdiinnt und durch einen mit Asbest und 
Quarzsand versehenen Goochtiegel filtriert. Der Tiegel nebst Inhalt wurde 
bis auf konstantes Gewicht getrocknet und der aschenfreie Riickstand 
als Gliihverlust bestimmt. Von den mit diesem Verfahren gewonnenen 
Resultaten werden hier folgende genannt: 


Fichtenholz ........ . . 30,2% Hydrolyseriickstand 
eeeeON 6 ee SRR a 
eres | lf A rs 
DEON. 2s oo Os Ss es $s 
Kleeheu (jiingeres). .... . . 26,1% a 

- A) eer ere ll. A en 
rn eee re =. 9» 


Wie man ersieht, stimmen diese Zahlen mit den friiher erwahnten 
' Pringsheimschen Resultaten ziemlich gut iiberein. Die eigentiimliche 
Tatsache, daB man vom jiingeren Kleeheu mehr Hydrolyseriickstand 
gewonnen hat als vom Alteren, wird in dieser Mitteilung spater erértert. 


Die Salzsiurebehandlungen des Roggenstrohs von verschieden 
langer Dauer gaben folgende Resultate : 


1. Istimdige Behandlung ... . . 33,9% Hydrolyseriickstand 
RBs o seo: a! ee RG ” 
S: 2% 4 7 =e i > 204% os 
RE Sears Be >. sha ese fe 
Sy ae : Tere | x" na 


1 Da die Pentosane schon durch schwache Saéuren hydrolysierbar 
sind, ist es mehr als wahrscheinlich, daB sie durch starke Saéuren noch 
leichter hydrolysierbar sind als die Cellulose. 
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4\4stiindige Behandlung. . . . . 20,3% Hydrolyseriickstand 
5 Pe Sear: 


6 
7. 
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Diese Zahlenserie scheint fiir die Widerstandsfahigkeit des Lignins 
gegeniiber starken Sauren deutlich zu sprechen. Der erste Hydrolyse- 
rickstand enthalt wahrscheinlich noch Kohlehydrate, so auch der 
zweite in gewissem Mae. Der richtige Ligningehalt scheint etwa 20,3 °, 
zu betragen. Das durch 20stiindige Behandlung gewonnene sichtlich 
héhere Resultat beruht wahrscheinlich auf der sekundaren Konden- 
sation der hydrolysierten Stoffe. 


Diese Beobachtung, daB man mit Behandlungen von sehr langer 
Dauer immer héhere Resultate erreichte als mit 2- bis 6stiindigen Be- 
handlungen, gab AnlaB, das Verhalten der verschiedenen Kohlehydrate 
in Salzsiurebehandlungen zu untersuchen. Als man das Verhalten 
der Cellulose untersuchte, konnte man feststellen, dab die Lésung 
nach 6stiindiger Behandlung braunlich und nach 12stiindiger dunkel- 
braun wurde. Nach Wasserverdiinnung konnte man jedoch keine 
Triibung wahrnehmen. Die Starke, Glucose und Maltése verhielten 
sich, wie auch zu erwarten war, ganz wie die Cellulose. Auch in den 
Galaktose- und Lactoselésungen konnte man keine humusartige Triibung 
wahrnehmen. Die Fructoselésung dagegen wurde schwarz und un- 
durchsichtig, und durch Wasserverdiinnung konnte man daraus einen 
schwarzen Niederschlag gewinnen, dessen Gewicht (Trockensubstanz) 
25°%, von gebrauchtem Zucker betrug. Aus Saccharose wurde auch 
ein schwarzer Niederschlag gewonnen, jedoch nicht so viel, wie aus der 
Fructose. Als Vertreter fiir Araban und Arabinose wurde Gummi 
arabicum gebraucht, und daraus gewann man eine schwach braune 
Lésung. Durch Wasserverdiinnung konnte man somit nur aus Fruc- 
tose- und Saccharoselésungen ein Koagulum von humusartigen Stoffen 
gewinnen, aber es ist méglich, daB auch diejenigen Kohlehydrate, die 
nur eine Farbenveranderung verursachen, in langwierigen Behandlungen 
zum Gewinn von zu hohen Ligninprozenten beitragen kénnen. Man 
kann sich namlich vorstellen, daB die Kondensations- oder Reversions- 
produkte der letztgenannten Substanzen aus der Lésung in die Lignin- 
partikelchen absorbiert werden, und, daf dadurch die Menge des 
Hydrolyseriickstandes vergréBert wird. Es ist jedoch anzunehmen, 
daB wahrend der 5 bis 6 ersten Stunden der Hydrolysebehandlung keine 
solche Absorption stattfindet, da in diesem Zeitraum noch keine ab- 
sorptionsfihigen Kondensationsprodukte entstehen kénnen. Dieses 
tritt in den obengenannten Serien der Resultate deutlich hervor. 
Wenn man namlich von einer 214stiindigen Behandlung bis zu einer 


6stiindigen tibergeht, wird der Hydrolysenriickstand des Roggenstrohes 
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gar nicht vergréBert. Die sekunddre Kondensation der Kohlehydrat:. 
die , Humusbildung*, wirkt somit nicht als ein stérender Faktor in den 
hier erérterten Ligninbestimmungen, aufBer in den Fallen, wenn die 2 
untersuchende Substanz Fructose oder Sacharose enthdlt. Die Tatsach- 
daB man von dem jiingeren Kleeheu mehr Lignin gewann als von dem 
alteren, beruht vielleicht gerade auf dem hoéheren Zuckergehalt des 
letztgenannten. 

Wenn man die aus der Hydrolyseflasche vor der Wasserverdiinnung 
genommenen Proben mit dem Mikroskop untersuchte, konnte man 
gelb oder braun gefarbte, scharf begrenzte Kérper wahrnehmen, in 
welchen die Zellstruktur noch ganz deutlich hervortrat. Wenn man 
aber eine nach der Wasserverdiinnung genommene Probe in gleicher 
Weise untersuchte, konnte man auBer diesen Kérpern noch eine ver- 
schwommene, wolkenartige Triibung wahrnehmen. Diese letztgenannten 
Gebilde miissen somit erst nach der Verdiinnung entstanden sein. 

Diese Feststellungen gaben AnlaB, die ZweckmaBigkeit der Wasser- 
verdiinnung zu bezweifeln. Die Tatsache, daB beinahe alle Forscher. 
die nach Saurehydrolysemethoden gearbeitet haben, die Lésungen vor 
der Filtration mit Wasser verdiinnt haben, beruht wahrscheinlich nur 
darauf, daB Ost und Wilkening ebenso wie Willstdtier die Wasser- 
verdiinnung anwandten, wenn sie die Cellulose verzuckerten. In den 
Methoden, bei welchen man Salzsiure anwendet, macht die Wasser- 
verdiinnung die Arbeit auch angenehmer, weil das Arbeitszimmer 
sonst wahrend der langwierigen Filtration mit Salzsiuregas gefiillt 
wire. Jedoch Pringsheim wie auch andere Forscher, die mit Salz- 
siuremethoden gearbeitet haben, messen der Wasserverdiinnung keine 
wesentliche Bedeutung bei. 

Es scheint aber gar nicht gleichgiltig zu sein, ob man Wasser- 
verdiinnung anwendet oder nicht. Dieses geht aus folgendem Versuch 
deutlich hervor. Aus Timotheeheu wurde der Ligningehalt nach oben 
beschriebener Methode (mit Wasserverdiinnung) bestimmt, und hiermit 
wurden 20,5 °,, Hydrolyseriickstand gewonnen. Aber als man die Wasser- 
verdiinnung weglieB, gewann man nur 15,5°%, Hydrolyseriickstand. 
Nachdem das hierbei gewonnene Filtrat, das anfangs braun gefarbt. 
aber ganz klar war, mit 90 ccm Wasser verdiinnt wurde, bildete sich 
ein schwarzer, wolkenartiger Niederschlag. Das Gewicht des Nieder- 
schlags wurde nicht festgestellt, aber es mu selbstverstindlich der 
Differenz zwischen den Zahlen 20,5 und 15,5 gleich sein, somit 5°, der 
Trockensubstanz des Heues betragen. Diese 5°, kénnen nicht zu den 
wirklichen Hydrolyseriickstand gerechnet, sondern miissen als sekundare 
Kondensationsprodukte der schon hydrolysierten Stoffe angesehen 
werden. Es ist wahrscheinlich, daB ein unbedeutender Teil dieser Stoffe 
den Kohlehydraten entstammt, wahrend der gréBte Teil aus dem hydro 
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lysierten Lignin gebildet ist. In einer friiheren, in englischer Sprache 
verfaBten Veréffentlichung, habe ich noch nicht diese Auffassung ent- 
schieden ausgesprochen, sondern vorsichtshalber den Ausspruch ,,re- 
version products of hydrolysable substances‘ angewandt, womit ich 
nichts von der Muttersubstanz der Kondensations- oder Reversions- 
produkte sagen wollte. 

Nach den im vorigen Kapitel genannten Beobachtungen war es 
natiirlich héchst interessant, zu studieren, ob das Lignin als ganzes 
hydrolysierbar war, oder ob in der Salzsiurebehandlung nur ein be- 
stimmter Teil von den Ligninstoffen sich auflést. (Das Wort ,,Lignin“ 
mu man eigentlich als einen Kollektivbegriff auffassen, und daher ist 
es sachlicher, von ,,Ligninstoffen‘* zu sprechen.) Die Versuchsserie, 
die zur Aufklarung dieser Sache angeordnet wurde, lieferte ein merk- 
wiirdiges Ergebnis. Als man Timotheeheu in verschieden langen Zeit- 
riumen mit Salzsiure behandelte und die Lésungen chne Wasser- 
verdiinnung filtrierte, gewann man namlich folgende Resultate: 


1. 3stiindige Hydrolyse .... . . 14,5°, Hydrolysenriickstand 
2.4 99 “ i eh a es 9 hg a 
SS a . adres as a va 
4. 6 - ” ii leseaed se a 


Mit zunehmender Dauer der Behandlung wird der Hydrolyse- 
riickstand vergréBert und nicht vermindert, wie man es eigentlich 
erwartete. Diese Tatsache ist jedoch leicht erklirlich, wenn man die 
Bedingungen wahrend der Salzsiurebehandlung naher studiert: Die 
wirklich ungeliésten Stoffe, die Kérperchen mit Zellstruktur, werden 
wihrend der ganzen BehandJung in einer Lésung suspendiert sein, 
welche in betriachtlicher Menge die groBen Molekiile von den sekundaren 
Kondensationsprodukten des hydrolysierten Lignins enthalt. Diese 
werden wahrscheinlich auf der Oberflache der ungelésten Korperchen 
leicht absorbiert. Diese aWsorbierende Oberflache ist sehr gro, was 
auf der Zellstruktur der Kérperchen beruht. , 

Da die aus Fructose und Sacharose gebildeten humusartigen 
Kondensationsprodukte an dem obengenannten Absorptionsproze} 
teilnehmen miissen, war es interessant, zu studieren, ob man niedrigere 
Resultate gewinnen kénnte durch ein Verfahren, in welchem die zu 
untersuchende Substanz vor der hydrolytischen Behandlung mit 
kochendem Wasser ausgelaugt wird. Aus demselben Timotheeheu, 
das man in den friiher erwihnten Versuchen anwandte, wurden nach 
dieser Vorbehandlung und nach 4stiindiger Saurehydrolyse 13,5°, 
Hydrolyseriickstand gewonnen, somit 1,7°,, weniger als ohne Wasser- 
auslaugen. Es ist aber méglich, dab diese 1,7 °,, nicht allein den Koble- 
hydraten, sondern auch den Kondensationsprodukten der wasser- 
lislichen Stoffe der Ligningruppe entstammen. Friiher habe ich schon 
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auf die Méglichkeit hingewiesen, daB ein geringer Teil der zur Lignin 
gruppe gehérenden Stoffe wasserléslich sein kann. 


Weil die Absorption der sekundiren Kondensationsprodukte schon 
friiher beginnen muB, bevor die zur Hydrolyse befahigten Stoffe giinz- 
lich in lésliche Form tibergegangen sind, sehen wir, daB es ganz un- 
méglich ist, durch die bisher angewandten Methoden das Problem der 
Léslichkeit und der Hydrolysierbarkeit des Lignins zu lésen. Daher 
strebte der Verfasser zu einer Methode, bei welcher die in lésliche Form 
iibergegangenen Substanzen aus dem Zusammenhang mit den noch 
ungelésten Stoffen entfernt werden, sobald jene durch Hydrolyse ge- 
bildet werden. Somit hatten die Kondensationsprodukte der hydro- 
lysierten Substanzen keine Gelegenheit, auf der Oberflache der ungelésten 
Stoffe absorbiert zu werden. Diese Bestrebungen fiihrten endlich zur 
Konstruktion und Anwendung des in Abb. 2 abgebildeten Apparats. 





Wasserstrahipumpe 


Abb. 2. 


Der Apparat ist zusammengesetzt aus drei Teilen (A, B und C), deren 
Beriihrungsflachen geschliffen sind. A ist ein glaserner Siebtiegel, dessen 
Deckel aus dem Teil B besteht. Durch diesen Deckel sind drei Glasréhren 
geleitet, von denen die linke mit dem Chlorwasserstoffentwickler (Abb. 1 A) 
verbunden ist, waihrend die mittlere von einem mit konzentrierter Salz- 
saure gefillten Tropftrichter ausgeht und die rechte in eine mit Wasser 
gefiillte Flasche geleitet ist, in welcher das iiberfliissige Chlorwasserstoffgas 
absorbiert wird. Der Siebtiegel A ist dicht in die Flasche C gefiigt, die 
wiederum mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden werden kann. 


Der Siebtiegel ist mit Asbest- und Quarzsandschichten versehen. 
Das zu untersuchende Heu- oder Strohpulver wird, um eine Klumpen- 
bildung zu verhiiten, mit einer kleinen Menge Quarzsand vermischt, und 
diese Mischung wird auf das in dem Tiegel befindliche Quarzsandlager 
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geschichtet. Darauf werden die drei Teile des Apparats zusammengefiigt» 
und der Tiegel wird mit der in dem Tropftrichter befindlichen 37 °,igen 
Salzséure vorsichtig gefiillt. Man l48t die Saure einige Minuten auf das 
Futterpulver wirken und saugt sie danach mit der Wasserstrah]lpumpe 
in die Flasche C. Diese Behandlung wird einige Male wiederholt, wodurch 
die leichter hydrolysierbaren Stoffe in Lésung gebracht werden. Danach 
feuchtet man den Inhalt des Tiegels nochmals mit Salzséure an und saugt 
Chlorwasserstoffgas durch den Tiegel. Jetzt wird die in dem Tiegel be- 
findliche Salzséure stark konzentriert, wodurch die hydrolytische Wirkung 
kraftiger wird. Die léslichen Hydrolyseprodukte werden nach gewissen 
Zeitréumen entfernt, indem man Salzséiure aus dem Tropftrichter durch 
den Tiegel in die Flasche C saugt. Anfangs miissen diese Spiilungen nach 
Zeitraumen von 15 bis 30 Minuten wiederholt werden, aber spiter, wenn 
die Bildung der Hydrolyseprodukte langsamer vonstatten geht, kénnen 
die Spiilungsintervalle bis zu 1 bis 2 Stunden verlangert werden. 


Durch diese Behandlung werden die Hydrolyseprodukte gleich nach 
ihrer Bildung aus dem Siebtiegel entfernt, so daB keine Absorption der 
Kondensationsprodukte stattfinden kann. Wenn die Behandlung fiir 
mehrere Stunden, z. B. iiber Nacht, unterbrochen wird, muB8B man den 


| Inhalt des Tiegels mit kaltem Wasser spiilen, um die Bildung der Hydro- 


lysenprodukte wahrend dieser Unterbrechung zu verhindern. 


Die Resultate, die mit dem hier beschriebenen Apparat und der 


' angefiihrten Behandlung gewonnen sind, werden durch folg¢nde charak- 


teristische Zahlenreihen beleuchtet : 








Dauer der Behandlung | Dauer der Behandlung 
(mit Abzug j Riickstand (mit Abzug Riickstand 


der Unterbrechungen ) der Unterbrechungen) 


oj, der %%9 der 
Std. Trockensubstanz Std. Trockensubstanz 
a) Hydrolyse des Fichtenholzes. |») Hydrolyse des Roggenstrohes. 
28,0 5 12,4 
27,1 9 10,3 
26,1 * 6,3 
24,9 4,8 
24,8 | 44 
40 24,8 50 4,3 


Es scheint somit, daB man sowohl aus Fichtenholz als auch aus 
Roggenstroh durch sehr langwierige hydrolytische Behandlungen einen 


» auBerst widerstandsfihigen Riickstand gewinnen kann, der nicht 


hydrolysiert wird, obgleich man die Behandlung mehrere Tage fortsetzt. 
Fiir diesen Riickstand, den der Verfasser friiher Lignin genannt hat 
und der anscheinend Kénigs Begriff ,,gefarbtes Ortholignin‘‘ sehr nahe 
steht, wird im folgenden kurzweg die Bezeichnung Ortholignin an- 
gewandt. 
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Nach Untersuchungen von Heuser!, Hdgglund? und Schwal/3 
betragt der Gehalt des Totallignins in Fichtenholz 28 bis 33°. Nach 
Berechnungen von Routala* ist der Gehalt des Totallignins in ver. 
schiedenen Stroharten 12,5 bis 16,0°. Wenn man diese Zahlen jit 
den vom Verfasser gewonnenen Prozentzahlen der Hydrolyseriickstan cde 
vergleicht, mu8 man die SchluBfolgerung ziehen, daB das Fichten. 
holzlignin hauptsachlich aus Ortholignin besteht, wahrend aus Stroh. 
lignin nur ein dritter oder vierter Teil den Kondensationsgrad des 
Ortholignins erreicht hat. 

Die Resultate, die der Verfasser von verschiedenen Heu- und 
Kleearten gewonnen hat, gehéren zu derselben GréBenklasse wie cic 
obengenannten Resultate der Roggenstrohhydrolyse. Alle diese Futter. 
pflanzen enthalten nur sehr wenig Ortholignir. 


Versuche mit 70°%iger Schwefelsiure. 

Die Versuche, die der Verfasser mit Benutzung von 70° ,iger 
Schwefelsiure angestellt hat, geben weitere Beweise fiir die Richtig. 
keit der obengenannten Auffassung. Im folgenden werden die Haupt- 
ziige dieser Versuche angefiihrt. 

1 g der zu untersucbenden Substanz wurde in verschiedenen Zeit- 
raumen mit ungleichen Mengen 70° .iger Schwefelsadure geschiittelt. 
Als man 50 bis 100 ccm Saure anwandte, war die Absorption infolge 
der groBen Konzentration der Kondensationsprodukte hydrolysierter 
Substanzen sehr intensiv. Auch als man 200 ccm Saure benutzte, 
konnte man die stérende Wirkung der Absorption nicht vollkommen 
unterdriicken. Dieses tritt in folgenden Zahlenreihen deutlich hervor 





Riickstand 


| “ 

Dauer der Behandlung ! Dauer der Behandlung Nachetand 

%/9 der °/5 der 
Std. Troe kensubstanz | Std. Trockensubstanz 

a) Hydrolyse des Fichtenholzes. b) Hydrolyse des Roggenstrohes. 
Vy | 32,6 Vy 6,9 
1, 27,3 1 6,4 
31/4 26.8 1"), 6,8 
6 | 27,8 2 7,1 
20 27,7 | 6 8,5 
48 27,8 20 9,4 
105 11,1 


Bemerkenswert ist, da man aus Roggenstroh schon nach | stiindiger 
Behandlung das niedrigste Riickstandsprozent erhielt. 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 82, 1. 

2 Meddelanden fran Abo Akademins Institut fér Trékemi 2, 1922. 
* Zeitschr. f. angew. Chem. 82, 1. 

* Teknillinen aikakauslehti Nr. 4, 31, 1927. 
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Um die stérende Wirkung der Absorption zu vermeiden, wurde 
die Methode so modifiziert, daB man die zu untersuchende Substanz 
zuerst wahrend einer halben Stunde mit 200 ccm 70° iger Schwefel- 
siure schiittelte, dann filtrierte und darauf nochmals mit 200 cem 
Saure mehrere Stunden schiittelte. Wabrend dieser zweiten Schiittelung 
wird somit die Konzentration der Hydrolyseprodukte in der Lésung 
sehr niedrig. Durch eine solche Behandlung erhielt man aus Roggen- 
stroh 5,7°, Hydrolyseriickstand, der noch eine 2,1°,, Protein ent- 
sprechende Menge Stickstoff enthielt. Der stickstofffreie Hydrolyse- 
riickstand des Roggenstrohes betrdgt somit nur 3,6°, der Trockensubstanz. 

Pringsheim, Kénig u.a., die das Saurehydrolyseprinzip in Lignin- 
bestimmungen bei Futterpflanzen angewandt, haben alle auBer acht 
gelassen, daB gewisse Proteine eine auBerordentliche Widerstands- 
fahigkeit gegen die hydrolytischen Wirkungen der Siuren besitzen. 
Auch der Verfasser bemerkte diese Tatsache erst, als der gréBte Teil 
der hier beschriebenen Untersuchungen ausgefiihrt war. So z. B. hat 
er den Stickstcffgehalt der durch Salzsiureverfahren gewonnenen 
Hydrolyseriickstande nicht bestimmt. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, 
daB diese Riickstinde ziemlich viel Protein enthalten, weil die Wir- 
kungen der Salzsiure in dieser Hinsicht kaum von denjenigen der 
Schwefelsaiure verschieden sein kénnen. / 

Ein Teil des Proteins in den Graminaceae-Pflanzen ist mit 70 °,,iger 
Schwefelsiure sehr leicht hydrolysierbar, wahrend ein anderer Teil 
auBerordentlich widerstandsfahig ist. Dieses geht aus folgender Zahlen- 
reihe hervor, welche die Resultate der mit Roggenstroh gemachten 
Versuche darstellt: 





Dauer der Behandlung Protein im Riickstand 
Std. ®/, der Trackensubstanz 


0 3,8 
"fy 2,5 
i 9’: 
6 2, 
20 , 

Wir kénnen somit feststellen, daB der hydrolysierbare Teil des 
Roggenstrohproteins schon in einer halben Stunde aufgelést wird, 
wahrend der zuriickbleibende Teil ungefahr ebenso widerstandsfahig 
ist wie das Ortholignin. Um zu beleuchten, wie auBerordentlich viel 
Protein die Hydrolyseriickstande der Futterpflanzen enthalten kénnen, 
sei hier bemerkt, da8B der Riickstand, 20,5 °,, der Trockensubstanz, den 
man durch eine 1- bis 2stiindige Schiittelung mit Schwefelsaure aus 
jungem Kleeheu gewann, noch 10,9 °%, Protein (von der Trockensubstanz 
berechnet) enthielt und der stickstofffreie Hydrolyseriickstand somit 
nur 9,6°%, betrug. 
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Durch diese Versuche hat man folglich den Beweis gewonnen, 
daB man immer den Stickstoffgehalt der Hydrolyseriickstande be. 
stimmen mu8, um den wirklichen Ligningehalt des Futters berechnen 
zu kénnen, ein Umstand, der die Ligninbestimmungen durch Saure- 
hydrolyse noch schwieriger und zeitraubender macht. 


Die oben beschriebene Salzsiuremethode, bei welcher man den 
in Abb. 2 abgebildeten Apparat benutzte, und auch die Schwefelsaure- 
methode mit doppelter Schiittelungsbehandlung, muSten, durch eine 
Stickstoffbestimmung vervollstandigt, zu recht zuverlassigen Ortho- 
ligninprozenten fiihren. Die beiden Methoden fordern jedoch viel Zeit 


und Arbeit. 


Einfacher, aber zugleich etwas unzuverlissiger wird die Be- 
stimmung des Ortholignins, wenn man die zu untersuchende Substanz 
erst in verdiinnter Lauge kocht und dann nur einmal mit 70 °,iger 
Schwefelsaiure schiittelt. Wenn man die mit verdiinnter Lauge vor- 
behandelte Substanz mit Schwefelséure hydrolysiert, kann man keine 
stérenden Absorptionserscheinungen beobachten, und die 2- bis 
3stiindigen, sowie die 40- bis 50stiindigen Behandlungen ergeben genau 
dasselbe Resultat. Es scheint somit, da8 man mit Alkalibehandlung 
denjenigen Teil des Lignins entfernen kénnte, der mit Saurebehandlungen 
hydrolysierbar ist und die absorptionsfahigen sekundaren Konden- 
sationsprodukte bildet. DaB das Ortholignin wahrend des Kochens 
mit Lauge nicht in bedeutender Menge léslich wird oder in keine fiir 
die hydrolytischen Wirkungen der Sauren zuganglichere Form iiber- 
geht, ersicht man deutlich aus folgender Versuchsreihe: 


Die zu untersuchende Substanz wurde 


a) % Stunde mit 1,25%iger Kalilauge oder 
b) 1 ” ” 1,25 % ” ” ” 
c) Y% ’ » 2,50% »» ” 


behandelt und darauf 6 Stunden mit 70 °,,iger Schwefelsdure geschiittelt. 
Die Resultate ergaben folgendes: 





| Aschenfreier Riickstand 
| ®/9 der Trockensubstanz 


Die zu untersuchende Substanz 
Vorbehandlung 











b ¢c 
ee. 650 a BS peices 24,5 24,1 24,1 
ER yearn eee 3,3 2,8 2,5 
Wiesenheu (Aera caespitosa) . fae 2,5 2,3 2,2 
DR GS tg Wren Se te ee 4,7 4,7 4,8 
Bambusrohr ....... pre Se 5,0 5,0 48 
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Die Vorbehandlung mit verdiinnter Lange bringt noch den Vorteil 
mit, daB man, praktisch genommen, proteinfreie Hydrolyseriickstiande 
gewinnt. 


SchluBfolgerungen. 


Die Strohligninuntersuchungen von Routala' haben einige neue 
Tatsachen hervorgebracht, die den Verfasser veranlaBten, fiir seine 
Versuchsresultate eine von seiner friiheren Auffassung? etwas ab- 
weichende Erklarung zu geben. 

Es scheint nicht zweckmaBig zu sein, den Begriff ,,Lignin‘ so zu 
beschranken, daB er nur den Teil von Skelettstoffen umfassen kénne, 
der gegen die hydrolytischen Wirkungen der konzentrierten Salzsiure 
und der 70 °,igen Schwefelsdure vollstandig widerstandsfahig ist. Es 
wire richtiger, den Begriff ,,Lignin‘‘ so zu erweitern, daB er auch einen 
Teil von den mit starken Sauren hydrolysierbaren Substanzen umfassen 
kénne, nimlich diejenigen hydrolysierbaren Substanzen, die aus ahnlichen 
Komponenten aufgebaut sind wie das unhydrolysierbare Lignin. Die 
ungleiche Widerstandsfahigkeit der verschiedenen Ligninarten gegen 
hydrolytische Wirkungen beruht wahrscheinlich auf ihren verschiedenen 
Kondensationsstadien, wahrend man manche fiir alle Ligninarten 
charakteristischen Eigenschaften und Reaktionen aus gemeinsamen 
Baukomponenten herleiten kann. 

Der Kondensationsgrad des Lignins kann je nach der 'Pflanzenart 
verschieden sein. Auch in derselben Pflanze, sogar in derselben Zellwand 
kénnen verschiedene Kondensatiosstadien des Lignins vorkommen. 

Die Ligninart, in welcher die Kondensation am meisten vor- 
geschritten ist, nennt der Verfasser ,,Ortholignin“. Das Ortholignin 
bleibt unzersetzt, selbst wenn man Pflanzensubstanzen mit hoch konzen- 
trierter Salzsdure oder mit 70° iger Schwefelsdure tagelang behandelt. 
Auch durch Kochen mit verdiinnten Laugen kann man es mene hydro- 
lysieren. 

Fichtenholz enthalt etwa 25°, Ortholignin, Espenholz 6°, Klee- 
heu 5° und verschiedene Graminaceae-Pflanzen 2 bis 5°. 

Die anderen Ligninarten sind mit starken Sauren sehr leicht 
hydrolysierbar. Auch im Kochen mit verdiinnten Laugen zersetzen 
sie sich leicht. Alle diese Ligninarten nennt der Verfasser ,,hydro- 
lysierbares Lignin“. 

Fichtenholz enthalt nur sehr wenig hydrolysierbares Lignin, 
wahrend das Lignin der Heu- und Stroharten hauptsichlich aus hydro- 
lysierbarem Lignin besteht. 


1 Teknillinen Aikakauslehti 1927, Nr. 3 und 4. 
2 Lauri Paloheimo, Lignin Determination by Acid Hydrolysis, Helsing- 
fors 1926; Transactions of the Agricultural Society of Finland, Teil 13. 
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In starken Saurelisungen bildet das hydrolysierbare Lignin se|ir 
leicht sekundare Kondensationsprodukte, die bei Wasserverdiinnuny 
der Lésungen koagulieren und auch in unverdiinnten Lésungen auf 
ungeléste Zellwandbestandteile sorbiert werden. 

Es ist méglich, daB in Pflanzen ein Teil der zur Ligningruppe 
gehérenden Stoffe auch in wasserléslicher Form vorkommt. 

Gegen die Einwirkungen der starken Sauren ist ein Teil der Pro 
teine ebenso widerstandsfahig wie das Ortholignin. 

Pringsheim und alle diejenigen Forscher, die mit ahnlichen Me- 
thoden gearbeitet haben wie er, haben darin einen Fehler begangen 
daB sie den durch ihr Verfahren gewonnenen unléslichen Riickstand 
fiir Hydrolyseriickstand und sogar Lignin hielten. Die Untersuchungen 
des Verfassers haben gezeigt, daB das Pringsheimsche ,,Lignin® in der 
Tat aus folgenden heterogenen Stoffen und Stoffgruppen besteht 

1. Aus Ortholignin. 

2.. Aus unhydrolysiertem Protein. 

3. Aus dem bei der Wasserverdiinnung koagulierten sekundaren 
Kondensationsprodukten der Fructose (und Sacharose). 

4. Aus koagulierten, sowie aus absorbierten sekundaren Konden 
sationsprodukten des hydrolysierten Lignins. 

Fiir die Bestimmung des Ortholignins hat der Verfasser einige 
Methoden vorgeschlagen, die auf Flechsigs (Ost-Wilkenings) oder Will- 
stitters Prinzipien fuBen. Die Bestimmung des Totallignins durch 
hydrolytische Methoden scheint jedoch bis jetzt unméglich zu sein. 
Man kénnte vielleicht durch Verbesserung und Vervollstandigung der 
Pringsheimschen Methode zu einer anwendbaren Ligninbestimmungs- 
methode gelangen, wenn man nur wiibte, daB nach der Wasser- 
verdiinnung kein Lignin und keine dem Lignin entstammenden Produkte 
in léslicher Form zuriickblieben, und daB das Gewicht des wahrend der 
Saurebehandlung absorbierten und des durch Wasserverdiinnung 
ausgefillten Lignins dem Gewicht des urspriinglichen Pflanzenlignins 
entspriche. Solange diese Fragen noch nicht vollkommen gelést sind, 
mu8 man sich den Pringsheimschen und ahnlichen, auch korrigierten 
Methoden gegeniiber mit gréBter Vorsicht verhalten. 





Uber 


Aus 


logis 


Eiwe 
Adol, 
Vorb 
der e 
niedr 
Toluc 
Reihe 
halte: 
der |} 
zeigt, 
koagt 
laBt, 
Koag 
in de 
produ 

Ss 
gesells 
durch 





sehr 
nung 


auf 
uppe 
Pro 


Me. 
agen 
tand 
ngen 
n der 
teht 


laren 
iden- 


inige 
Will. 
lurch 
sein. 
gy der 
ungs- 
Asser- 
lukte 
d der 
nung 
gnins 
sind, 
erten 


Physikalisch-chemische Untersuchungen an bestrahlten 
Proteinen. 


VIII. Mitteilung: 


(‘ber Beziehungen der Lichtkoagulationsgeschwindigkeit von Eiwei8lisungen 
zu deren Sterilitiat. 


Von 
M. Spiegel-Adolf und K. F. Pollaezek. 


Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am physio- 
logischen Institut und aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1929.) 


Bei Versuchen, die Lichtkoagulationsgeschwindigkeit (LKG.) von 
EiweiBlésungen messend zu verfolgen, ist der einen von uns (Spiegel- 
Adolf) aufgefallen, daB diese GréBe in weitgehendem MaBe von der 
Vorbehandlung der EiweiBlésung abhangig war. Unmittelbar nach 
der elektrodialytischen Reinigung der Fliissigkeit zeigte die LKG. den 
niedrigsten Wert, der bei mehrtigigem Stehen der Fliissigkeit unter 
Toluol sich nahezu verdoppelte. In einer weiteren Mitteilung dieser 
Reihe haben dann Fernau und Spiegel-Adolf* ein ganz ahnliches Ver- 
halten des Seralbumins hinsichtlich seiner Koagulationsfahigkeit unter 
der Einwirkung durchdringender Ra-Strahlung nachgewiesen und ge- 
zeigt, daB durch Elektrodialyse sich aus dem nicht oder nur verzégert 
koagulierenden Seralbumin ungefahr eine Ammoniakmenge entfernen 
laBt, die, einem elektrodialytisch gereinigten Praparat zugesetzt, dessen 
Koagulationsvermégen in ahnlicher Weise herabsetzt. Endlich wurde 
in der gleichen Arbeit gezeigt, daB Arbeiten im Eisschrank die Re- 
produktionsfahigkeit der Resultate bedeutend verbesserte. 

Scheinbarspontane Anderungen physikalisch-chemischenVerhaltens ver- 
gesellschaftet mit Abbauerscheinungen hatten bereits Pauli und Matula® bei 
durch langere Zeit gestandenem Casein beobachtet. In einer weiteren Arbeit 


1 M. Spiegel-Adolj, Strahlentherapie 29, 367, 1928. 
2 A. Fernau und M. Spiegel-Adoljf, diese Zeitschr. 204, 14, 1929. 
3 Wo. Pauli und J. Matula, ebendaselbsu 99, 219, 1919. 
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des Paulischen Laboratoriums von. Starlinger! wurde dann die Vermut ing 
der bakteriellen Ursache dieser Erscheinung geéuGert. SchlieBlich bezieher 
Gahl und Greves? die Anderungen der Leitfahigkeit von nicht sterilisierten 
Natriumcaseinatlésungen beim Stehen auf die Wirkung eines von ihnen 
aus diesen Lésungen geziichteten Bakteriums. 


Zwecks Aufklarung der eingangs beschriebenen Erscheinung habey 
wir daher versucht, bei einer gréBeren Anzahl verschiedener Eiwei{i 
lésungen bakteriologische Untersuchungen nebst parallel gehenden Be. 
stimmungen der LGK. auszufiihren. 


Die von uns zunaéchst herangezogenen 14 EiweiBlésungen (Seralbumin, 
Pseudoglobulin, Ovalbumin) waren nach den im Paulischen Laboratorium 
iiblichen Verfahren dargestellt und gereinizt worden: die SerumeiweiBkér)e: 
aus vom Schlachthaus bezogenem und daselbst toluolisiertem Pferde 
serum durch Am,SO,-Fraktionierung, Dialyse und Elektrodialyse, das 
Ovalbumin aus Eiklar durch Elektrodialyse bei wiederholtem Salzzusatz 
nach der von Adolf und Pauli* angegebenen Methode. Alle diese Lésunge: 
waren somit weitgehend von Salzbeimengungen befreit worden, der Effek: 
der Elektrodialyse war auBerdem in allen Fallen durch Messungen de: 
elektrischen Leitfahigkeit kontrolliert worden. Die Lésungen waren al|; 
schwach sauer. Sie waren zudem reichlich, auch wahrend der einzelnen 
Darstellungsphasen, mit Toluol gesaéttigt worden und waren standig mit 
einer Toluolschicht iiberdeckt. Die Lésungen wurden in verschlossenen, 
ausgedimpften Flaschen, einige aus Jenaer Glas, bei Zimmertemperatu 
gehalten. Eimige waren klar opaleszent, manche wiesen unter der Toluol- 
gchicht deutliche Triibung auf. Aseptische Kautele waren bei der Dar. 
gtellung nicht beobachtet worden. 

Die bakteriologische Untersuchung betrifft somit auBerst elektrolyt. 
arme, native Eiweiblésungen, die, von dialysablen Abbauprodukten 
befreit, griindlich elektrodialysiert und schlieBlich durch eine Toluol. 
schicht vor Luftzutritt bis zu einem gewissen Grade geschiitzt worden 
waren. Die Bedingungen fiir das Wachstum von Bakterien diirften 
somit wohl als ungiinstige, nicht aber als solche betrachtet werden, dic 
fir alle Arten von Spaltpilzen ein Wachstum unméglich machen 

Der weitgehenden, bakterienschadigenden Salzarmut der Lésungen 
wirkt die reichliche Gegenwart von geeignetem Nahrmaterial entgegen, 
nachdem unter anderem bekannt ist, daB 1°%ige Peptonlésung Plasmo- 
ptyse von Bakterien zu verhindern vermag‘. Ferner liegen Angaben’ 
vor, wonach der langere Aufenthalt in GlasgefaBen geniigt, damit clic 
dabei in Lésung gehenden Bestandteile der letzteren ein Weiterleben cer 
Bakterien in destilliertem Wasser gestatten. Kontrollversuche mit Jenaer 


1 W. Starlinger, diese Zeitschr. 170, 1, 1926. 

2 R.Gahl und G. L. Greves, University of California Publications in 
Physiology 5, 289, 1926. 

8 M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 

4 E.Gotschlich, Handb. d. pathog. Mikroorganismen, herausgegeben 
von Kolle-Kraus-Uhlenhuth 1, 90, 1927. 

5 Ficker, Zeitschr. f. Hyg. 29, 1, 1898. 
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Glas, wie sie Ficker empfohlen hat, ergeben keine Unterschiede. Weiter 
muB hervorgehoben werden, daB jene fiir das Wachstum der Bakterien 
notwendigen Mengen an bestimmten anorganischen Bestandteilen unter 
Umstanden, z. B. bei Kalium?!, so gering sind, daB deren spezifische Leit- 
fahigkeit weit unterhalb derjenigen des destillierten Wassers zu liegen 
kommt, daher auch deren Vorhandensein in den von uns untersuchten 
Lésungen nicht unbedingt ausgeschlossen werden kann. SchlieBlich muB 
daran erinnert werden, daB nach Lingelsheim? mit einer Gewéhnung von 
Spaltpilzen an geanderte osmotische Verhaltnisse zu rechnen ist. Anderer- 
seits ist es jedoch bekannt*, daB native reine Eiwei®Bkérper von manchen 
Bakterien, z. B. von der Typhus-Coligruppe, nicht angegriffen werden kénnen, 
falls nicht andere N-Quellen vorhanden sind. Hinsichtlich der Wirkung 
der Elektrodialyse auf Bakterien liegen Angaben von Ruppel und seinen 
Mitarbeitern* vor, wonach dieses Verfahren eine Abtétung von Bakterien 
bedingt, so daB es geradezu zum Sterilisieren von Lésungen empfohlen 
wurde. Da jedoch die hier untersuchten EiweiBlésungen der Elektro- 
dialyse nach den Vorschriften von Pauli® unterzogen worden waren, die 
bekanntlich in mancher Hinsicht ein schonenderes Verfahren darstellt, 
so war auch eine Nachpriifung der Wirksamkeit der so geleiteten Elektro- 
dialyse in dieser Richtung wimschenswert. Vom Toluol ist es bekannt, 
daB dieses zwar Bakterien nicht abzutéten, wohl aber ihr Wachstum zu 
hemmen vermag. AuBerdem erschwerte es bis zu einem gewissen Grade 
rein mechanisch als Uberschichtungsfliissigkeit den Zutritt von Luft- 
sauerstoff. Die saure Reaktion reiner EiweiBlésungen ist so geringfiigig 
(10—-*), daB von dieser keine Hemmung des Bakterienwachstums zu er- 
warten war. 


Unsere Versuchsanordnung gestaltete sich in den meisten Fallen 


wie folgt: 


x 


Den eingangs beschriebenen EiweiBlésungen wurden unter sterilen 
Kautelen mittels Pipette kleine Mengen entnommen, auf Nahrbouillon 
iiberimpft und 24 Stunden im Brutschrank bei 37° C belassen. Experimentell 
konnte néamlich zweierlei sichergestellt werden: 1. erschien in manchen 
Fallen die Anreicherung in Bouillon notwendig, um ein positives Ergebnis 
zu erzielen; direkte Uberimpfung auf feste Nahrbéden tauschte haufig 
ein negatives Resultat vor. Auf Vernachlassigung dieses Umstandes diirite 
vielleicht der bakteriologische Befund in der dritten Mitteilung dieser Reibe 
zu erklaren sein; 2. haben wir uns in entsprechenden Versuchen erst ver- 
gewissert, da®B die in salzarmen Medien gewachsenen Mikroorganismen 
beim Eintragen bzw. Wachsen in normal besalzenen keine Schadigung 
erfahren. Angaben von A. Fischer® lassen solche Vorkommnisse nicht als 
ausgeschlossen erscheinen. Nahrbouillon wurde daher im Faltendialysator 


1 Benecke, Bot.-Zeitschr. 65, Abt. 1, 1907. 

2 ». Lingelsheim, Zeitschr. f. Hyg. 37, 136, 1901. 

3 Dieudonné, Pfaundler, Bainbridge, Sperry und Rettger nach LE. Got- 
schlich, 1. c. 

4 O. Ruppel, O. Ornstein, J. Carl und G. Lasch, Zeitschr. f. Hyg. 97, 
188, 1922. 

5 Wo. Pauli, diese Zeitschr. 187, 403, 1927. 

6 A. Fischer, Zeitschr. f. Hyg. 35, 5, 1906. 
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nach Erlach-Pauli! ausgiebig vordialysiert, bis deren Leitfahigkeit der- 


jenigen einer n/1000 NaCl-Lésung ungefahr entsprach, hierauf sterilisiert 
und zum Teil zur Herstellung von Agarnahrbéden verarbeitet, zum Tei! 
direkt als salzarmer, fliissiger Nahrboden verwendet. Da wir uns jedoc! 
iiberzeugen konnten, daB aus den EiweiBlésungen stammende Mikr 

organismen auf normaler Bouillon und normalem Nahragar ebensogut und 
in manchen Fallen besser wachsen, haben wir bei unseren weiteren Unte: 

suchungen nur diese letzteren verwendet. 

Von der geimpften und 24 Stunden im Brutschrank belassenen Bouillon 
wurde, falls die letztere ein Bakterienwachstum erkennen lieB, eine Agar- 
platte gestrichen, die gewachsenen Keime in der itiblichen Weise isoliert 
und Ausstrichpraparate nach Gram gefairbt. Anaerobe Kulturen haben in 
keinem Falle das Vorkommen eines obligaten Anaerobiers nachweisen lassen. 

Gleichzeitig mit der Entnahme der EiweiBlésungen zur bakteriologischen 
Untersuchung erfolgte meist auch diejenige fiir die Lichtkoagulationsprobe. 
Falls die letztere jedoch erst nach AbschluB der bakteriologischen erfolgte, 
so wurde stets eine neuerliche Sterilitats- bzw. Wachsgtumskontrolle de: 
betreffenden Fliissigkeit angelegt. Da mit der Méglichkeit zu rechnen 
war, da8B bei einer Infektion mit sporentragenden Bakterien infolge de: 
ungiinstigen Wachstumsbedingungen in der EiweiBlésung nur die Dauer- 
formen vorhanden sind, die naturgeméB keinen EiweiBabbau bedingen, 
wohl aber bei nachtriglicher Uberimpfung auf Bouillon ein Wachstum 
erkennen lassen, so wurden auch Bestrahlungsversuche an EiweiBlésungen 
ausgefiihrt, die ohne Toluol durch 24 Stunden bei 37°C gehalten worden 
waren ; wir haben jedoch in keinem Falle eine Anderung des bei der urspriing- 
lichen Versuchsanordnung erhaltenen Ergebnisses beobachten kénnen. 

Die Bestrahlungsversuche wurden an den filtrierten Lésungen in 
etwa 1°%iger Konzentration ausgefiihrt, nachdem in einer friitheren Mit- 
teilung? die Abhangigkeit der LKG. von der EiweiBkonzentration dargetan 
worden ist. Als Bestrahlungsquelle diente eine Quarzquecksilberdampt- 
lampe von Heraeus-Hanau (Laboratoriumsmodell). Die zu bestrahlenden 
Fliissigkeiten wurden in durchsichtigen Quarzeprouvetten in 40 em Distanz 
und in gleicher Héhe mit dem Brenner aufgestellt. Entsprechend unseren 
friiheren Befunden wird fiir diese Versuchsanordnung eine LKG. von 
5 bis 7 Minuten als normal angenommen. Als verzéigert bezeichnen wil 
sie dann, wenn die erste makroskopisch wahrmehmbare Triibung in 40 cm 
Distanz auch nach 15 Minuten nicht und erst in 20cm Entfernung nach 
dieser Zeitspanne eintritt. Da somit die Unterschiede der LKG. mehrere 
hundert Prozent betragen und auBerdem die relative Konstanz derselben 
Lichtquelle mit Hilfe des Mekapions seinerzeit festgestellt worden war, 
begniigten wir uns in diesen Versuchen, die Bestrahlungszeiten in Minuten 
festzustellen. 


Eine Zusammenstellung der auf die geschilderte Weise ermittelten 
Resultate ist in Tabelle I gebracht. 

Wir sehen zuniachst aus den Daten der Tabelle, daB die 14 
untersuchten Eiwei$lésungen sowohl hinsichtlich des Verhaltens bei 
Bestrahlung als auch hinsichtlich des bakteriologischen Befundes kein 


1 A. Erlach und Wo. Pauli, Kolloidzeitschr. 34, 213, 1924. 
2 M. Spiegel-Adolf, 1. c., S. 175. 
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Tabelle I. 





16 
17 
23 
29 


Bezeichnung 


Seralbumin 


Pseudoglobulin 
Seralbumin 


Pseudoglobulin Bl. 


Ovalbumin Ge. 
Ovalbumin Ge. 
Seralbumin Go. 
Ovalbumin K6é. 
Seralbumin KO. 
Ovalbumin Si. 

Seralbumin Si. 

Si. 
Mg. 


Verhalten 
bei Bestrahlung 


Verzogert 


Keine Verzégerung 


Verzogert 


Keine Verzégerung 
Verzogert 
Keine Verzogerung 
Verzogert 
Keine Verzogerung 


Bakt. Befunde 


B. subt. und 
Staph. pyog. alb. 
Steril 


B. subt. 


Steril * 


“ 
B. subt. ** 
Steril 


B. subt. 
Steril 


* Gleicher Befund auch nach 3 Monate langem Stehen der Lisung auf dem Arbeitsplatz 
m diffusen Lichte. 
** Nach 3 Monaten erweist sich die Lisung als steril. Koaguliert nicht bei Bestrahlung. 


einheitliches Verhalten aufweisen. Neun der Lésungen koagulieren 
prompt bei Einwirkung von kurzwelligem Licht, fiinf hingegen lassen 
eine ganz betrachtliche Erhéhung der LKG. erkennen. Die prompt 
koagulierenden Lisungen erweisen sich ausnahmslos als steril, die 
verzogert koagulierenden waren alle infiziert. Als Erreger kam in erster 
Linie B. subtilis daneben auch Staphylococcus albus in Betracht, Keime, 
die bekanntlich ubiquitaér in Luft und Wasser vorkommen, geniigsam 
hinsichtlich ihrer Anspriiche an Nahrmedien und imstande sind, auch 
unter anaeroben Bedingungen zu leben. Es scheint damit wohl der 
Nachweis erbracht, daB gewisse Bakterien auch in elektrodialysierten 
EiweiBlésungen sich fortpflanzungsfahig erhalten und daB dieses Ver- 
mégen nicht an die Fahigkeit, Sporen zu bilden, gebunden ist. 

Der auffallige Parallelismus zwischen Koagulationsfaihigkeit und 
Sterilitat einerseits, Verzégerung der LKG. und bestehender Infektion 
andererseits erscheint zwar bemerkenswert, aber noch nicht beweisend 
fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen diesen Erscheinungen. 
Zur Erzielung weiteren Materials in dieser Richtung wurden folgende 
Versuche angestellt: eine Reihe der hier steril befundenen, prompt 
koagulierenden EiweiBlésungen wurde teils mit aus den infizierten 
EiweiBlésungen geziichteten Keimen, teils mit verschiedenen Luft- 
keimen geimpft. Nach mindestens 24 Stunden Aufenthalt der Fliissig- 
keit im Brutschrank bzw. entsprechend linger bei Zimmertemperatur, 
wurden Wachstumskontrollen der betreffenden Fliissigkeiten sowie 
Sterilitatskontrollen der ungeimpft gebliebenen Portionen angelegt 
und die Koagulationsfahigkeit wie oben gepriift. Die auf diese Weise 


12* 
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erzielten Befunde sind in Tabelle Il zusammengestellt. AuBerden 
konnten wir noch eine urspriinglich steril befundene Probe untersuchen 
die beim Stehen im Laboratorium ohne unsere Absicht  infiziert 
worden war. 





Tabelle Il. 

Nr. Liésung sit eee Bakt. Befunde 

9 Nr. 2 spontan infiziert Verzogert B. subt. 

10a Nr. 3 mit Staph. aus 1 ¥ Staph. alb. * 
geimpft 

10b , Nr.3 mit B.subt. aus 1 | ‘ B. subt. 
geimpft 

10¢ | Nr. 3 mit B. mesent geimpft " B. mesent. 

30a | Nr.4 mit Sare. flava geimpft | ie Sarc. flava 

30b Nr. 4 mit Sarc. rosea > Nicht gewachsen 
geimpft 

30¢ Nr. 4 mit Staph. alb. Keine Verzigerung Steril 
geimpft 

30d | Nr.4 mit B. subt. geimpft Probe wegen zu B. subt. 

groBer Triibung 
unsicher 

31 Nr. 29 mit B. prodigiosum | Verzégert B. prodigiosum 
geimpft 

32 Nr. 29 mit Staph. alb. | A Staph. alb. ** 
geimpft 


* Nr. 3, 4, 29 waren bei nochmaliger Priifung wiederum steril befunden worden. 

** Sparlich gewachsen. 

Aus Tabelle IT ist zunachst zu entnehmen, daB Eiweibe, die im 
sterilen Zustand nach Einwirkung von kurzwelligem Lichte prompt 
koagulierten, nach spontaner oder artifizieller Infektion eine ganz 
ahnliche Verzégerung der LKG. aufwiesen, wie die in Tabelle I zu- 
sammengestellten, primar infizierten Lésungen. In dem einen Falle 
(Nr. 30c), in welchem keine Verzégerung der LKG. festgestellt werden 
konnte, war auch erwiesenermaBben die Impfung nicht angegangen. 
Allerdings scheint diese Feststellung nicht umkehrbar zu sein. In Nr. 30b 
sehen wir eine EiweiBlésung, deren LKG. deutlich verlangsamt war, 
bei welcher hingegen die Wachstumskontrolle negativ geblieben war. 
Zu einer méglichen Erklarung dieses Verhaltens sei auf den in Tabelle | 
enthaltenen Fall Nr. 14 verwiesen. Wir sehen daraus, dab, wie all- 
gemein bekannt, Bakterien in einer nachweislich infizierten Lésung 
abzusterben vermégen, so daB bei spaterer Untersuchung die Lésung 
sich als steril erweisen kann. Die Tatsache jedoch, daB solche Lésungen 
bei Bestrahlung nur recht verzégert koagulieren, scheint dafiir zu 
sprechen, daB das Auftreten der letzteren Reaktion nicht unbedingt 
an das Vorhandensein lebender Mikroorganismen gebunden ist. Hin- 
sichtlich des Falles Nr. 30d sei noch folgendes bemerkt: die urspriinglich 
mit B. subt. infiziert gewesenen EiweiSlésungen waren vollstandig 
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klar, bzw. lieBen sich geringfiigige Triibungen durch Filtrieren leicht 
beseitigen. Diese Lésungen waren, wie oben erwahnt, dauernd unter 
Toluol gehalten worden. Bekanntlich wachst B. subt. schlecht unter 
anaeroben Bedingungen. Wir haben uns experimentell iiberzeugen 
kénnen, da8 bei Impfung von B. subt. auf stark toluolisierte Eiweib- 
\sung dieser nur ein sparliches Wachstum zeigt, so daB die Ausfiithrung 
von LKG.-Versuchen méglich wird. Impft man nun aber toluolfreie 
Kiweiblésungen, so werden diese durch B. subt. stark getriibt und diese 
Triibung 14Bt sich durch Filtrieren nicht beseitigen. Nach Angaben 
von Hardt* ist es bekannt, daB B. subt. Serum bei 37° milchig triibt. 
Die iibrigen Luftkeime wiesen hingegen in den EiweiBlésungen meist 
nur ein spirliches Wachstum auf. AuBerdem konnte ein Uberwuchert- 
werden derselben durch gleichzeitig vorhandenen B. subt. wahrscheinlich 
gemacht werden. (Vgl. Tabelle III, Nr. 35.) , 

Wir haben oben gesehen, daB das Vorhandensein lebender Bakterien 
in einer Lésung im Zeitpunkt der Priifung auf Lichtkoagulation nicht 
unbedingt erforderlich ist. Hingegen war unsere auf die eingangs 
zitierten Befunde von Fernau und Spiegel-Adolf gestiitzte Meinung 
dahingegangen, daB dialysable EiweiBabbauprodukte die Ursache der 
verzogerten Lichtkoagulation sein konnten und nicht etwa das ge- 
samte Protein eine Anderung seiner Eigenschaften erfahren hatte. 
Um jedoch nachweisen zu kénnen, daB diese Auffassung auch dem Ver- 
halten nachweislich infizierter Fhissigkeiten entspricht, haben wir 
spontan infizierte Lésungen, geimpfte Lésungen und Nr. 14, in welcher 
die Keime zwar abgestorben waren, die LKG. aber verzégert blieb, 
der Elektrodialyse unterzogen, von der wir bereits friiher haben zeigen 
kénnen, daB nach ihrer Anwendung die LKG.-Werte ihr Minimum 
erreichten. Die entsprechenden Versuchsergebnisse sind in Tabelle III 
enthalten. 

Tabelle III. 





Verhalten bei Bestrahlung Bakt. Befunde 
Lisung vor der vor der nach der 
Elektro- Elektro- Elektro- 
dialyse dialyse dialyse 


nach der 
Elektrodialyse 


Seralbumin 1 Verzogert Koaguliert In beiden Fallen 
prompt B. subt. und Staph. 
pyog. alb. 
Seralbumin 14 nach Dasselbe Steril Steril 
3 Monaten 
Pseudoglobulin 2 B. subt. _ B. subt. 
infiziert 
mit Staph. A alb. und 
B. subt. 


1 Hardt, Centralbl. f. Hyg. 7, 378; zit. nach Lehmann - Neumann, 
Bakteriologie, 5. Aufl., Miinchen. 
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Aus der obigen Tabelle ist folgendes zu entnehmen: in allen Fallen. 
in welchen die Eiwei8lésungen spontan oder kiinstlich infiziert waren 
und eine deutliche Verzégerung der LKG. erkennen lieBen, wurde diese 
durch die Elektrodialyse vollstandig beseitigt. Die Lésungen wiesen 
wieder normale Koagulationszeiten auf. Der bakteriologische Befund 
war aber durch die Elektrodialyse nicht verandert worden, die Bakteric:, 
erwiesen sich auch nach der Elektrodialyse als lebensfihig, so daB wi 
eine kurze Zeit nach diesem Eingriff iiber prompt bei Ultraviolett 
einwirkung koagulierende, lebende Keime enthaltende EiweiBlésungen 
verfiigen. Wir sehen somit, daB nicht diese selbst die unmittelbare 
Ursache der Verzégerung der LKG. sein kénnen, wohl aber dialysable 
Substanzen. Diese Feststellung erscheint somit in voller Uber. 
einstimmung mit den seinerzeit von Fernau und S piegel- Adolf erhobenen 
eingangs erwihnten Befunden. Die Ergebnisse der Tabelle IIT stehen 
nur in scheinbarem Widerspruch zu den oben gebrachten, da_ bei 
weiterem Stehen auch diese Lésungen nur mehr verzégert unter dem 
EinfluB der Quarzquecksilberdampflampe koagulieren. Hingegen hat 
Seralbumin Nr. 14, das, wie oben beschrieben worden ist, zwar keine 
fortpflanzungsfahigen Bakterien mehr enthielt, wohl aber eine Ver- 
zogerung der LKG. aufwies, unter dem EinfluB der Elektrodialyse 
sein normales Verhalten wiedergewonnen. 


Aus den hier mitgeteilten Versuchen geht somit folgendes hervor: 
bei allen (14) untersuchten elektrolytfreien Eiwei8lésungen, deren letzte 
elektrodialytische Reinigung um mindestens 3 Tage zuriicklag, zeigt 
sich ein weitgehender Parallelismus zwischen der GréBe der LKG. und 
der vorhandenen oder mangelnden Sterilitaét der Lésungen. Alle sterilen 
Lésungen koagulieren prompt, alle infizierten verzégert, wobei dic 
Art des Erregers anscheinend nur eine sekundiare Rolle spielt. Durch 
Impfung der urspriinglich steril befundenen Lésungen konnte bei 
nachweisbarem Bakterienwachstum jedesmal eine Verzégerung der 
LKG. herbeigefiihrt werden. Diese bleibt nach Absterben der Bakterien 
weiter bestehen. Elektrodialytische Reinigung der infizierten Lésungen 
bringt die LKG. zur Norm zuriick, ohne die Erreger abzutéten; 12 bis 
24 Stunden nach der Elektrodialyse nimmt die LKG. wieder ab. 


Auf Grund dieser Befunde erscheint es praktisch méglich, eine 
Verzégerung der LKG. als Anzeichen dafiir zu verwerten, da8 die Lésung 
zu irgend einem Zeitpunkt bakteriell infiziert worden ist. Es mw 
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, festzustellen, ob neben 
der bakteriellen tiberhaupt noch andere Ursachen fiir eine Verzégerung 
der LKG. in Betracht kommen. Die letztere gestattet keine Aussage 
iiber die Lebensfahigkeit der infizierenden Keime. Normale LKG 
spricht nur dann fiir Sterilitat der Lésung, falls die letztere innerhal! 
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der letzten Tage vor dem Anstellen der Reaktion nicht elektrodialytisch 
gereinigt worden ist. 


Bei der weitgehenden Ubereinstimmung zwischen dem Verhalten 
der Proteine unter der Einwirkung von ultravioletten und durch- 
dringenden Radiumstrahlen (vgl. Spiegel-Adolf'!) erscheint es nahe- 
liegend, die bei letzteren beobachteten UnregelmaBigkeiten im Ein- 
treten der Koagulation auf ahnliche Prozesse zuriickzufiihren. Dennoch 
wollen wir ein endgiiltiges Urteil in dieser Angelegenheit bis zum Vor- 
liegen von diesbeziiglichem experimentellem Material hinausschieben. 


Nur anhangsweise wollen wir iiber einige Versuche berichten, die 
wir an Caseinpraparaten ausgefiihrt haben. Die wichtigste einschlagige 
Literatur ist bereits in der Einleitung erwahnt worden. Wir haben uns 
bei der Herstellung der Na-Caseinatlésungen zunachst der im Pauli- 
schen Laboratorium itiblichen Vorschriften bedient. Das von einer 
ersten deutschen Firma stammende Priiparat (Casein nach Hammarsten) 
wurde zunachst elektrodialysiert, 2g der so gereinigten Substanz 
wurden in 100 ccm n/100 NaOH eingetragen und in einem aus- 
gedampften Jenenser Glaskolben unter Toluolzusatz durch mehrere 
Stunden geschiittelt. Die so entstandene Lésung ist farblos und in 
den ersten Tagen nur schwach opaleszent. Zwei aus verschiedenem 
Ausgangsmaterial hergestellte Lésungen erwiesen sich bei der bak- 
teriologischen Untersuchung beide mit einem sporentragenden, gram- 
positiven Stabchen, wahrscheinlich B. subt. infiziert. In Anbetracht 
der Herkunft des Caseins aus Milch haben wir uns tiberzeugt, daB der 
geziichtete Keim Milch nicht zum Koagulieren bringt und auch den 
Milchzucker in Drigalskynahrbéden nicht vergirt. Da wir B. subt. 
als fast ausschlieBlich vorkommenden Keim in unseren infizierten 
Serumeiweiblésungen gefunden haben, bestand immerhin die Méglich- 
keit, daB die Caseinatlisung erst wahrend der Herstellung infiziert 
worden ware. Wir haben daher eine solche Lésung aus dem. kauflichen 
Praparat unter sonst sterilen Kautelen hergestellt. Auch diese Lésung 
erwies sich nachtraglich als B. subt.-haltig. Wir haben schlieBlich auch 
das Caseintrockenpraparat aus einer noch uneréffneten Orginalpackung, 
und zur weiteren Orientierung auch Edestin unter den gleichen Bedin- 
gungen untersucht und haben in beiden Fiillen das Vorhandensein von 
B. subt., in einem Falle neben B. mesentericus feststellen kénnen. Wir 
sehen daraus, da8 nicht nur die in Casein gefundenen Keime ubiquitar 
vorkommen, sondern daB auch die Tatsache der Infektion nicht dem 
Caseintrockenpriparat allein eigentiimlich ist. Unter diesen Ver- 
haltnissen erscheint die Instabilitat von aus solchem Material her- 


1 M. Spiegel-Adolj, Klin. Wochensclir. 7, 1592, 1928. 
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gestellten Lésungen und auch die Wirksamkeit der Elektrodialyse fiir 
die zeitweilige Wegschaffung der Abbauprodukte verstindlich. Das 
von Gahl und Greves' aus Caseinatlésungen geziichtete, gramnegative 
Stabchen konnte von uns in keinem Falle gefunden werden. 

Die am Casein erhobenen Befunde sind in Tabelle [IV zusammen. 


gestellt worden. 
Tabelle IV. 





Nr. Liésung Bakt. Befunde Anmerkungen 
7 2% Na-Caseinat We. | B. subt. Keine Vergiirung von Milchzucker, 
| keine Koagulation yon Milch 
8 2% “ Sp. Dasselbe 
25 2% a : s Die Caseinatlisung wurde unter 
Tier aseptischen Kautelen hergestellt 
26 Kasein in Substanz B. subt. und 
B. mesent. 
27 Edestin , a B. subt. 


Da Casein bekanntlich nur in Elektrolytgegenwart wasserléslich 
ist, konnten keine mit den oben beschriebenen vergleichbare Be- 
stimmungen der LKG. ausgefiihrt werden. 

Wir haben bereits bei der Besprechung von spontan und kiinstlich 
infizierten Lésungen von SerumeiweiBkérpern und ebenso bei solehen 
von Na-Caseinat der Tatsache Erwahnung getan, daB die Elektro- 
dialyse wohl imstande ist, die EiweiBabbauprodukte zu entfernen, 
nicht aber die Keime abzutéten. Wir kénnen diese Feststellung jedoch 
nicht ohne weiteres in dem Sinne auffassen, daB die Elektrodialyse 
dies unter keinen Umstinden vermag, denn bei unseren Versuchen 
an wasserléslichen Proteinen haben wir unter sehr geringen Salzkonzen- 
trationen gearbeitet; die Léstngen waren urspriinglich elektrolytfrei 
und auch die durch bakterielle Spaltung gebildeten NH,-Mengen be- 
tragen nach Fernau und Spiegel-Adolf nur etwa 0.0005 n Endkonzen- 
tration. Da aber: nun die durch die Mittelzelle des Elektrodialysier- 
apparats durchgehende Strommenge von der Leitfahigkeit der Innen- 
fliissigkeit abhangig ist, so ware es verstandlich, daB bei den oben 
beschriebenen Fallen die durch den Apparat gehende Strommenge 
keine geniigende Reaktionsverschiebung bewirkt, die zur Abtétung der 
Keime? hinreicht, selbst dann, wenn unter anderen, giinstigeren Um- 
stainden die Elektrodialyse nach den Paulischen Vorschriften dazu 
imstande ware. 

Zur naiheren Aufklarung dieser Frage haben wir nun Seralbumin | 
bei wiederholten Salzzusitzen elektrodialysiert. Wir bedienten uns 


1 R.Gahl und G. L. Greves, |. c., 8. 176. 
2 Nach Lehmann und Zierler (Arch. f. Hyg. 46, 221, 1903) wird die 
abtétende Stromwirkung als Elektrolyteffekt aufgeklart. 
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dabei der gleichen Versuchsordnung, die Spiegel-Adolf und Pauli! zur 
Trennung von Pseudoglobulin und Albumin angegeben haben. Es 
wurden bei der Elektrodialyse K,S0O,-Zusiitze verwendet, die zur 
Denaturierung des Seralbumins nicht hinreichen (n/100 Endkonzen- 
tration). Nach dreimaliger Wiederholung dieses Vorganges erwies sich 
die Flissigkeit noch als keimhaltig (vgl. Tabelle V). 


Tabelle V. 





Art des Proteins 


Bakt. Befunde Verhalten bei Bestrahlung 


18 Seralb. 1 e. d. b. B. subt. und 
wiederholten Salz- Staph. pyog. alb. 
zusatzen 
Undialysiertes Voll- B. subt. 
serum 
Mg380,-Albumin- Dasselbe 
fraktion aus 19 
Mg 8 0,-Globulin- 
fraktion 
Dialysiert 20 
Elektrodialysiert 22 Nach mehrtagigem Stehen keine 
Undialysiertes Voll- Koagulation 
serum | 
Pseudoglobulin aus 
24 der Am, S0O,- 
Fraktion 
Dialysiertes Seralb. Koaguliert prompt 
|| aus 24 fraktioniert | 
wie oben 
|| Elektrodialysiert 28 | Koaguliert prompt, auch nach 
langerer Aufbewahrung 


Im Hinblick auf die praktische Bedeutung, welche jedoch einer 
sterilisierenden Wirkung der Elektrodialyse besonders fiir die Serum - 
fraktionierung zukommen miiBte, haben wir orientierende Versuche 
auch in dieser Hinsicht ausgefiihrt. : 

Es standen uns hierzu zwei Proben von Pferdeserum zur Verfiigung, 
von denen die eine sich bakteriologisch als steril erwies, wahrend die andere 
mit B. subt. infiziert war. Wir haben nun die erstere mit Am, 8 O, fraktioniert 


; und die einzelnen Fraktionen dialysiert und elektrodialysiert. Aus der 


infizierten Serumprobe haben wir die Globuline durch Ganzsattigung mit 
MgSO, gefallt und diese sowie die Albumine in der gleichen Weise wie die 
Fraktionen der ersten Probe weiterbehandelt. 


Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle V enthalten. 


Wir entnehmen aus der obigen Tabelle, daB die von uns verwendete 


) Art der Elektrodialyse nicht imstande ist, eine bereits infiziert gewesene 


1 M. Adolf und Wo. Pauli, |. c., 8. 176. 
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EiweiBlésung zu sterilisieren. Hingegen zeigen uns die vier letzten Ve: 
suche, bei welchen das Ausgangsmaterial steril war, daB es auch beim 
Arbeiten ohne aseptische Kautele, nur bei Uberschichtung mit Toluo| 
méglich ist, zu einem keimfreien Praparat zu gelangen. Dies entspricht 
durchaus den Erfahrungen des Paulischen Laboratoriums. 


Zusammenfassung. 


1. An 14 elektrolytfreien EiweiBlésungen wurden bakteriologisc he 
Untersuchungen angestellt und ihre Lichtkoagulationsgeschwindiy 
keit (LKG.) bei Einwirkung des Lichtes der Quarz-Hg-Lampe gepriift 
Es konnte ein weitgehender Parallelismus zwischen der Sterilitat oder 
Keimhaltigkeit der Lésungen und dem Verhalten bei Bestrahlung 
nachgewiesen werden, insofern alle keimfreien Lésungen prompt 
koagulierten, alle infizierten eine recht merkbare Verzégerung der LKG 
aufwiesen. Die letztere bleibt auch beim spontanen Absterben der 
Keime bestehen. 

2. Werden sterile, prompt koagulierende EiweiSlésungen mit 
Bakterien geimpft, so zeigen sie nach mindestens 24 Stunden eine ganz 
aihnliche Verzégerung der LKG. wie die spontan infizierten Fliissig- 
keiten. Diese Erscheinung bleibt aus, falls die Impfung nicht an. 
gegangen ist. 

3. Elektrodialyse von spontan oder kiinstlich infizierten Lésungen 
bringt deren urspriingliche LKG. fiir kurze Zeit zuriick, ohne daB der 
bakteriologische Befund eine Anderung erfiihre. 

4. Durch bakteriologische Untersuchungen von _ verschiedenen 
elektrodialysierten Caseinpriparaten konnte gezeigt werden, daB die- 
selben ebenso wie das urspriingliche Ausgangsmaterial infiziert waren 
was in einer gewissen, physikalisch-chemisch nachweisbaren Un. 
bestandigkeit dieser Lésungen zum Ausdruck kommt. 

5. Es wurde ferner der Nachweis erbracht, dab die nach den 
Paulischen Vorschriften gehandhabte Elektrodialyse weder bei zu- 
lassiger Erhéhung des Salzgehaltes noch bei der Reinigung von durcli 
Neutralsalzfallungen gewonnenen Serumfraktionen imstande ist, die 
Sterilisierung einer infizierten Lésung zu bewirken. 

6. Aus den spontan infizierten EiweiBlésungen wurde fast aus 
schlieBlich B. subtilis geziichtet. Auf Grund von Versuchen wird an. 
genommen, da8 er andere Keime (Staph. pyogenes albus) tiberwuchert 
Experimentell konnte gezeigt werden, daB auch andere sogenannte 
Luftkeime imstande sind, die gleichen Verainderungen an Eiweil- 
lésungen hervorzubringen. 
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Die oligodynamische Wirkung des Silbers. 


Von 
Raul Wernicke und Ferdinand Modern. 


(Aus der Physiko-Chemisch-Biologischen Abteilung des Bakteriologischen 
Instituts des Gesundheitsministeriums in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Forschungen von Ndgeli, die zur Entdeckung der Erscheinungen 
der Oligodynamie fihrten', haben eine groBe Reihe von Arbeiten 
veranlaBt?, in welchen die Autoren die Ansichten Ndgelis iiber die 
Ursachen, warum die Beriihrung mit Metallen dem Wasser so auBer- 
ordentliche Eigenschaften verleihen sollte, untersuchten. , 

Ndgeli nahm an, daB8 die oligodynamische Wirkung auf der Auf- 
lésung des Metalles beruhe. Eine Bestatigung fiir diese seine Autfassung 
fand er darin, daB nachgewiesenermaBen Wasser, in Kontakt mit Metall 
gehalten, kleinste Partikelchen desselben aufléste. Die Zweifel an dieser 
Erklarung wurzelten in Beobachtungen, aus denen hervorging, dab 
einzelne Metalle (Ag, Cu, Hg) die oligodynamische Wirkung auch auf die 
Entfernung tibertrugen, wobei aiso nicht mdéglich war, eine chemische 
Wirkung anzunehmen. 

Das Studium der bis 1920 erschienenen experimentellen Unter- 
suchungen fiihrte uns zu der Uberzeugung, daB sowohl die Bedingungen 
der Experimente als auch die Schliisse daraus nicht geniigend streng 
waren, um Ndgelis Ideen zu entkraften, daB aber andererseits dieser 
Autor und seine Parteiganger keine geniigenden Beweise dafir geliefert 
haben, um ihre Meinungen unwiderleglich erscheinen zu lassen. 

Aus diesem Grunde haben wir das Studium der oligodynamischen 
Aktivierung des Wassers durch Kontakt mit metallischem Kupfer und 
Silber geplant, und wir wollten dabei mit Systemen arbeiten, deren 


1 Carl v. Ndgeli, Denkschriften der Schweizerischen Naturforschenden 
Gesellschaft 33, 1, 1893. 

2 Siehe Raul Wernicke und Alfred Sordelli, Anales de la Asociacién 
Quimica Argentina 9, 145, 1921; Revista del Instituto Bacteriolégico des 
Dep. Nac. de Hygiene; Paul Sazl, Abhandl. a. d. Geb. d. Med. Wien, 
Julius Springer, 1924. 
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chemische Bedingungen, die die Léslichkeit des Metalls bestimmen 
vollkommen bekannt waren. 

Um feststellen zu kénnen, ob die oligodynamische Aktivierung 
auf der Léslichkeit des Metalls beruht, hielten wir es fiir nétig, zu be. 
weisen, daB bei der Aktivierung des Wassers durch Kontakt mit einem 
Metall: 

1. ein Kontakt Wasser-Metall, auch wenn er linger dauert, nic}: 
geniigt, um dieselbe hervorzurufen; 

2. daf sie nur erreicht wird, wenn die Bedingungen des Systems 
der Léslichkeit des Metalls angepaBt sind; 

3. daB ein Teil des Metalls, wenn auch nur in sehr geringer Menge 
in die Lésung eintritt; 

4. daB die Aktivitét des Wassers sofort verschwindet, wenn dic 
in der Lésung befindlichen Spuren von Metall ausgeschieden werden 

Bei unseren Studien tiber die oligodynamische Aktivierung des 
Wassers durch metallisches Cu! haben wir gezeigt, daB die drei ersten 
dieser Bedingungen erfiillt sind. Wir fiihrten eine Reihe von Ex. 
perimenten aus, in denen wir in zugeschmolzenen Reagenzgliisern aus 
Jenenser Glas Cu in Gegenwart verschiedener Gase : H,, CO,, O,, O, + CO,, 
CO,-freie Luft usw., in Kontakt mit H,O hielten. Besonders achteten 
wir darauf, reines Metall, frisch destilliertes und direkt ohne Kontakt 
mit der AuBenluft in das Reagenzglas gesammeltes Wasser usw. usw 
zu verwenden*. Nach Ablauf einer gewissen Zeit 6ffneten wir dic 
Roéhrchen und untersuchten die oligodynamische Aktivitat der ent- 
haltenen Fliissigkeit, forschten nach dem Cu in der Lésung, wobei wir 
uns des sehr empfindlichen Reagens von Réhmann-Spitzer bedienten 
Die folgende Tabelle faBt die erhaltenen Resultate zusammen: 





Glas Inhalt ceed Pn sanancal ( Nigodynamische 
Nr. Tage Spitzer Aktivitat 
6 Cu + H,O + Hy 18 negativ inaktiv 
7 Cu 4 Hy 0 + H, 1 ” ” 
11 Cu + H,0 + Hy 29 ” ” 
12 Cu + H,O + Luft 2 positiv sehr aktiv 
16 Cu + H,O + 0, 13 negativ inaktiv 
17 Cu + H,O+ 0, 45 “ - 
18 Cu + H,0 + O, 26 z ‘. 
19 CuO + H,O + CO, 26 positiv sehr aktiv 
20 Cu,0 + H,O + Hy 20 negativ inaktiv 
22 Cu + H,O + 0, 62 “ $ 
23 Cu 0 a H, 0 ae 0, 62 * ” 
28 Cu + H,SO,+ 0 61 positiv sehr aktiv 
6, | 61 . Roo 


29 Cu + H,O + O, + C 


1 Wernicke und Sordelli, oben bereits zitiert. 
2 Einzelheiten der Experimente siehe in der zitierten Originalarbeit . 
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Aus allen diesen Daten geht hervor, daB es 1. nicht geniigt, wenn 
Wasser in Kontakt mit metallischem Cu bleibt, selbst wenn sich dieser 
Kontakt auf mehr als zwei Monate erstreckt, um dieses oligodynamisch 
zu aktivieren, 2. da8 Wasser nur aktiviert wird, wenn es neben Cu O,, 
CO, oder H,SO, in aufgeléstem Zustande enthalt, Agenzien, die die 
Lislichkeit des Metalls bestimmen, 4. da das aktivierte Wasser auf- 
geléstes Cu enthielt (positive Reaktion von Réhmann-S pitzer). 

Es fehlte der Nachweis, daB die Ausscheidung des Metalls aus der 
Lésung der Fhissigkeit ihre oligodynamische Aktivitat nimmt. 

Was das Ag betrifft, haben wir bewiesen, daB die beiden ersten 
Bedingungen erfiillt sind. Wir fiihrten unsere Experimente unter den 
gleichen Bedingungen aus, wie wir sie beim Studium der oligodynamischen 
Aktivierung durch metallisches Cu anwandten. Wir lieBen metallisches 
Silber in zugeschmolzenen Reagenzglisern, in die wir vorher ein ge- 
eignetes Gas eingefiihrt hatten: H,, Luft, CO,, Luft + CO, usw., in 
Kontakt mit destilliertem Wasser. 

Nach Ablauf einer gewissen Zeit wurden die Réhrchen geéffnet 
und wir bestimmten die oligodynamische Aktivitat der erhaltenen 
Flissigkeit mit folgenden Resultaten: 





. Dauer des | ... , 
Enthaltene Kontaktes | Oligodynamische 


Aktivitit 


Bemerkungen 
| 


Tage 
69 inaktiv 
56 pa 
63 - 
39 aktiv Scheinbar 
41 enthalt das CO, 
a ” als Unreinlichkeit 
27 ” Os 
CO, 36 a 
Luft + CO, 17 sehr aktiv 
Luft + CO, 27 s ‘ 


Aus diesen Daten ist zu ersehen: 1. daB der Kontakt Ag-Wasser, 
selbst wenn er sich iiber mehr als zwei Monate erstreckt, nicht geniigt, 
um eine oligodynamische Aktivierung des Wassers zu erreichen, 2. dab 
man in Gegenwart von CO, und mehr noch von CO, und Luft (O,) — 
Bedingungen, unter denen das Metall in Lésung gehen kann — eine 
groBe oligodynamische Aktivierung erhalt. 

Wir haben jetzt unsere Studien iiber die Wirkungsweise des Silbers 
als keimtétendes Aktivans vervollstandigt und bewiesen, daB das Metall 
in Lésung geht, wenn das Wasser aktiv ist, und daB seine Entfernung 
aus der Flissigkeit diese ihrer keimtétenden Kraft beraubt. 

Die hier vorgelegten Experimente bilden zusammen mit unseren 
friiheren, unserer Meinung nach, eine Sammlung von beweisenden Ar- 
gumenten zugunsten des chemischen Charakters des Phinomens der 
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oligodynamischen Aktivierung des Wassers durch Kontakt mit : 
tallischem Silber. 


Vorkommen des Ag-Ions im aktivierten Wasser. 


Wir wollten nachweisen, daB das durch Kontakt mit metallischem 
Ag oligodynamisch aktivierte Wasser dieses Ion in Lésung enthilt, 
und daB bei Ausscheidung des gelésten Metalls das Wasser seine oligo- 
dynamische Aktivitat verliert. 

Da wir kein chemisches Reagens kennen, das empfindlich genug 
ist, um so minimale Mengen von Ag, wie sie in den aktiven Flissigkeiten 
vermutet werden, aufzudecken, haben wir diese Lésungen unter An. 
wendung folgender elektrochemischen Methode konzentriert : 
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Im Inneren eines Glasréhrchens von 5 mm innerem Durchmesser 
und 15cm Lange (B, Abb. 1) werden zwei Platinelektroden angebracht 
Die Kathode C ist ein spiralférmig gerollter, an der Wand der Rohre 
befestigter Draht, und die Anode A ist ein anderer Draht, der lings der 
Achse der Réhre gezogen und so befestigt ist, daB er nicht in direkten 
Kontakt mit dem Kathodendraht kommen kann. Durch dieses vertika! 
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angeordnete Rohr 148t man von unten nach oben die Lésung, von der 
man annimmt, daB sie Metalle enthalt, zirkulieren, indem man, an 
die Elektroden eine Potentialdifferenz von geeigneter GréBe anlegt. 
Die Zirkulation der Flissigkeit soll langsam sein, damit sie auf ihrem 
Wege auf der Kathode das ganze oder einen groBen Teil des gelésten 
Metalls zuriicklaBt. 

Wir haben mit Wasser operiert, das in Hottinger-GefaBen (Terrakotta- 
flaschen, die innen mit Silber ausgelegt sind) aktiviert war, und es war 
uns leicht, auf der Kathodenspirale den Niederschlag von metallischem 
Silber zu erhalten. Wenn dieser Niederschlag reichlich war, trat er sofort 
durch sein schwarzliches Aussehen hervor. Aber in allen Fallen, in denen 
nach der Elektrolyse die Elektroden mit einigen Tropfen HNO, gewaschen 
wurden, erhielt man eine Lésung, die in reiner und charakteristischer Form 
die Reaktion des Ions Ag (unter der Form Ag(C]) zeigte. 

Der Gang des Verfahrens war folgender: 100 cem aktivierten Wassers 
wurden in die Flasche F eingefiillt und der Apparat, wie Abb. 1 zeigt, 
montiert. Der Flaschensatz I bis II diente dazu, Pre®Bluft durch das Rohr T 
in F eintreten zu lassen, und die Klammer P erlaubte, diesen Luftstrom 
zu regeln und dadurch die Geschwindigkeit, mit der die Fliissigkeit aus der 
Flasche F durch das Rohr B ansteigt, zu beeinflussen. Dieses Rohr hat 
an seinem oberen Teile einen mit Gaze bedeckten Trichter, um den Gasen, 
die wahrend der Elektrolyse frei werden, den Austritt zu gestatten, und ein 
kleines Seitenrohr L, durch welches die elektrolysierte Fliissigkeit austritt, 
um sich in der Retorte M zu sammeln. Die Geschwindigkeit. mit der die 
aktivierte Fliissigkeit durch das Rohr B zirkulierte, war so, groB, dab 
mindestens 20 Tropfen pro Minute aus dem Ende von L fielen. Bei gréBeren 
Geschwindigkeiten war die Silberausscheidung sehr unvollkommen, wie 
aus den Protokollen weiter unten ersichtlich sein wird. 

Wenn die 100 ccm einmal durch die Lange von B zirkuliert waren, 
pflegten wir sie einer zweiten und sogar einer dritten Elektrolyse auszusetzen, 
indem wir den Inhalt von M wieder in F leerten und das Verfahren von 
vorn begannen. 

Bei der Elektrolyse gebrauchten wir keine héhere Spannung als 40 bis 
60 Volt, wodurch eine tibermaBige Erwairmung der Fliissigkeit und ein zu 
starkes Freiwerden von Gas vermieden wurde, weil sonst die RegelmaBigkeit 
des Verfahrens gelitten hatte. . ‘ 

Nach Abschlu8B der Elektrolyse trennten wir das:Rohr B vom Rest 
des Apparats und gossen ein paar Tropfen HNO, hinein, wobei wir ver- 
suchten, die Elektroden gut zu benetzen. Nach Ablauf einiger Minuten 
sammelten wir diese Salpetersiure in einer Eprouvette, wozu wir einige 
Tropfen des destillierten Wassers gaben, welches beim Ausspiilen des 
Inneren des Rohres B benutzt war. Das Gesamtvolumen dieser Fliissigkeit 
war etwa lccm. Hinzufiigung einiger Tropfen NaCl-Lésung fiihrte zum 
Niederschlag des Silbers, welche Reaktion regelmaBig vollkommen war, 
und zwar in einem Grade, der der Empfindlichkeitsgrenze sehr nahe lag. 


So haben wir nachweisen kinnen, daf alle Proben von durch Kontakt 
mit metallischem Silber aktiviertem Wasser dieses Metall in Lésung ent- 
hielten. 


Um eine Vorstellung von der Konzentration dieser Lésung zu erhalten, 
bestimmten wir die Empfindlichkeitsgrenze der Silberreaktion unter den- 
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selben Bedingungen, wie wir sie bei unseren Versuchen anwandten. Wi; 
fanden, daB Lésungen von Ag in einer Konzentration von 10—§ (0,005 mg Ay 
pro Kubikzentimeter) noch eine positive Reaktion gaben, und so k 
zentriert muB auch der Inhalt der Lésungen gewesen sein, die wir dure}; 
Einengung des aktiven Wassers erhielten. Da das Silber, das wir zuletzt 
in leem gesammelt hatten, urspriinglich in 100 ccm enthalten war, mui} 
die Originalfliissigkeit (das aktivierte Wasser) zumindest eine Konzentrat ion 
von 10-8 gehabt haben!. Trotzdem miissen noch geringere Konzentrationen 
gentigen, um das Wasser zu aktivieren, was man schon deswegen behaupten 
kann, weil die teilweise Ausscheidung des Silbers, das in diesem aktivierten 
Wasser enthalten war, es seiner oligodynamischen Aktivitaét nicht beraubte. 
Es ist sehr schwer — um nicht zu sagen unmdglich —, die Grenzen 
der oligodynamischen Aktivitaét der Ag-Lésungen zu bestimmen, weil 
bei so geringen Konzentrationen die Phanome der Adsorption (an den 
GefaBwinden) es verhindern, selbst nur approximativ die Konzen- 
tration der durch allmahliche Verdiinnung erhaltenen Lésungen zu 
berechnen. Das direkte Messen der Konzentration des Ions Ag nach 
elektrometrischen Methoden ist auch nicht méglich, weil es die An- 
wendung von Silberelektroden verlangen wiirde, die gleich bei Be- 
rihrung mit der Fliissigkeit Lésungen dieses Metalls erzeugen, deren 
Konzentrationen ebenso stark sind wie jene, die wir messen wollen. 


Oligodynamische Wirkung des aktivierten und elektrolysierten Wassers. 


Nachdem wir bewiesen hatten, da Wasser mit oligodynamischer 
Aktivitat geléstes Silber enthalt, forschten wir nach, ob die Ausscheidung 
des Silbers geniigt, die keimtétende Kraft verschwinden zu lassen. 


Die erhaltenen Resultate waren verschieden gewesen, wie aus den 
Protokollen weiter unten zu ersehen ist, und hingen ab: 1. von der 
Dauer und den Umstanden des Kontaktes Wasser—Silber, 2. von der 
Geschwindigkeit, mit der das aktivierte Wasser durch das Rohr B 
wahrend der Elektrolyse zirkulierte, und 3. von der Haufigkeit, mit 
der sich die Elektrolyse bei derselben Probe wiederholte. 


1. Experiment vom 16. Mai 1928. 1 Liter destilliertes Wasser wurde 
19 Stunden lang unbewegt im Hoéttinger-GefaéB aufbewahrt. Nachdem 
es nacheinander bei einer Spannung von 40 Volt zwei Elektrolysen unter- 
worfen worden war, stellten wir das Vorhandensein von Silber in der Lésung 
fest und priiften gleich darauf die oligodynamische Aktivitaét (an Para- 


1 In einer neueren Arbeit haben Freundlich und Séllner (diese Zeitschr. 
208, 3, 1928) die Menge des Silbers bestimmt, die durch 72 Stunden lang 
in Kontakt mit Metall gelassenes destilliertes und Leitungswasser geldst 
hatten, und fanden 2,4 bis 2,8.10-5g pro Liter oder eine Konzen- 
tration 10-8, was mit unseren Daten iibereinstimmt. Tammann und 
Riendcker erhielten gleiche Werte (Nachr. v. d. Ges. d. Wiss. Géttingen, 
Math.-Phys. Klasse 1927, S. 158). 
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typhusbazillen B)' des angewandten destillierten Wassers, des aktivierten, 
sowie des einmal und des zweimal elektrolysierten Wassers. 





Anzahl der Keime 


~ Aussaat = || —s nach 2Std. 
eee eee ee oo 
Aktiviertes Wasser Rg i ee oo 
Kinmal elektrolysiertes Wasser ..... . oo 
Zweimal = ~ oo 1 
Das destillierte Wasser ist durchaus inaktiv, beim aktivierten ist erst 
nach der zweiten Elektrolyse eine Verminderung der oligodynamischen 
Aktivitaét des Wassers zu bemerken. 
2. Experiment vom 18. Mai 1928. 1 Liter Wasser, das 48 Stunden im 


Hoéttinger-GefaB unbewegt gestanden hatte und dann gleich mit 40 Volt 
elektrolysiert wurde, mit langsamerer Zirkulation als vorher. © 





Anzahl der Keime 





bei Beginn nach !/, Std. nach ‘1 Std. 


Destilliertes Wasser ......... 403 173 108 
Ae TIGNEE: | go es we 160 8 1 
Elektrolysiertes Wasser ....... 748 204 176 


Das elektrolysierte aktive Wasser erweist sich als nicht starker 
keimtétend als das urspriingliche destillierte Wasser. 

3. Experiment vom 31. Mai 1928. 1 Liter destilliertes, sterilisiertes 
Wasser, das 15 Minuten lang im Hottinger-GefiB unbewegt gestanden 


hatte. Wir fiihrten an verschiedenen Proben mit verschiedenen Zirkulations- 
geschwindigkeiten durch den Elektrolysator zwei Elektrolysen durch. 





Anzahl der Keime 





| bei Beginn | nach 1/2 Std. nach 1 Std. 


Destiliiertes Waser. 2... we 1 040 978 990 
Aktiviertes Wasser ......... 942 116 82 
Langsamer elektrolysiertes Wasser . . 784 636 504 
Schneller ‘ ihe 960 620 438 


Bei diesem Wasser, das wegen seiner kurzen Anwesenheit im Hoittinger- 
GefaB8 nur wenig aktiviert wurde, ist der Aktivititsverlust durch eine 
einzige Elektrolyse deutlich konstatierbar, besonders wenn diese etwas 
langer dauerte. 

4. Experiment vom 12. Juni 1928. 1 Liter destilliertes, sterilisiertes 
Wasser wurde 1 Stunde lang im Héttinger-GefaB bewegt und dann sukzessive 
drei Elektrolysen unterworfen. 


1 Um diese Messungen durchzufiihren, haben wir die in unseren friiheren 
Arbeiten beschriebene Technik angewandt. 
Biochemische Zeitschrift Band 214. 13 














194 R. Wernicke u. F. Modern: 





Anzahl der Keime 





bei Beginn nach 1/, Std. nach 1 St 
Destilliertes Wasser ......... 126 114 122 
Aktiviertes Wasser ... 5 dices tg 112 60 3 
Kinmal elektrolysiertes Wasser . . . . 140 132 96 
Zweimal i “ re 136 114 88 
Dreimal ‘ * Ie 137 127 116 


In diesem Falle beobachtet man deutlich, wie sich die oligodynamische 
Aktivitét des Wassers bei Erhéhung der Anzahl der Elektrolysen ver- 
mindert bis zur praktisch vollkommenen Aufhebung bei der letzten Probe. 

5. Experiment vom 19. Juli 1928. 1 Liter destilliertes, sterilisiertes 
Wasser wurde | Stunde im Héttinger-GefaB bewegt und dann nacheinande: 
drei Elektrolysen unterworfen. 








Anzahl der Keime 





bei Beginn nach 1/, Std. nach 1 Std 
Destilliertes sterilisiertes Wasser .. . 550 2 550 
Aktiviertes Wasser .. . sos Asie 360 0 
Einmal elektrolysiertes Wasser ... . 600 3 0 252 
Zweimal v ‘ phe i a — — 
Dreimal it » Lets 648 546 500 


Bei diesem Versuch ]4Bt sich, ebenso wie bei dem vorigen, die keim- 
tétende Kraft des aktivierten Wassers praktisch ausschalten. 


6. Experiment vom 25. Juli 1928. Von einem wenig aktivierten Wasser 
ausgehend, erreichten wir die vollkommene Unterdriickung seiner Aktivitit 
mit zwei Elektrolysen so weit, daB die keimtétende Kraft nahezu ebenso 
gering wird wie die des urspriinglichen destillierten Wassers. 





Anzahl der Keime 





. bei Beginn nach 1/, Std. nach 1 Std. 
Destilliertes Ws We. 6 Ss eter Gy 97 105 86 
Aktiviertes ss Tae ae 89 34 9 
Einmal elektroly siertes Wi ee sere. 91 63 30 
Zweimal ba te 93 91 89 


Wir haben noch zwei weitere Experimente gemacht, tiber die wir im 
folgenden berichten, deren Resultate die friiheren bestatigen. 


7. Experiment vom 25. Juli 1928. In ein NiederschlagsgefaB von 
100 cem Inhalt legten wir zwei Metallplatten, eine aus Silber, die zweite 
aus Platin. 

Diese Platten, die je 3 X 7cm mafen und in einem Abstand von 
3 bis 4cm parallel zueinander angebracht waren, wurden mit den Polen 
eines elektrischen Generators verbunden, in der Weise, daB das Silber 
die Kathode und das Platin die Anode bildete. Diese Platten wurden mit 
siedendem destillierten Wasser bedeckt, und zwischen ihnen wurde eine 
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Spannungsdifferenz von 200 Volt hergestellt. Nach Ablauf von 24 Stunden 
untersuchten wir, ob das Wasser oligodynamische Aktivitaét erlangt hatte. 





Anzahl der Keime 





bei Beginn nach 3/, Std. | nach 13/, Std. 
Siedendes destilliertes Wasser. . . 163 — 156 
» in der be- 
schriebenen Weise dem Kontakt mit 
Silber Quageseiet 6 we o's 150 145 154 


Wie man sehen kann, hat das Wasser nicht die geringste oligodynamische 
Aktivitét erlangt, was vollkommen erklarlich ist, da sich nach den Be- 
dingungen dieses Erperiments das Silber nicht lésen konnte. 


8. Experiment vom 4. August 1928. Bei der gleichen Anordnung wie 
im vorherigen Experiment wurde der Kontakt Wasser—Silber wahrend 
24 Stunden aufrechterhalten, ohne daB die Spannungsdifferenz zwischen 
den Platten hergestellt wurde. Wir entnahmen eine Probe des Wassers 
und wandten wahrend 20 Stunden einen Strom von 200 Volt Spannung 
an. Dann bestimmten wir die oligodynamische Aktivitaét des urspriing- 
lichen siedenden destillierten Wassers und die des Wassers, das vor und 
nach Durchgang des elektrischen Stromes mit dem Silber in Kontakt 
gestanden war. 





Anzahl der Kbime 


bei Begir ginn | mach 3 4 Std. | nach 13), Std. 
Siedendes destilliertes Wasser. . . 99) 990 900 
Are Kontakt 
mit Ag ohne "Strom. ! 600 25 0 
Siedendes destilliertes Wasser in n Kontakt 
mit Ag nach craneraee des elektri- 
schen Stromes ... eer 840 800 850 


Wie vorauszusehen war, aktivierte der Kontakt mit dem Metall ohne 
elektrischen Strom das Wasser, dann aber schied die Elektrolyse das geléste 
Silber gleich aus, was dem Wasser die keimtétende Kraft nahm. 

Wir haben bereits festgestellt, dag O, eine fundamentale Rolle 
bei der Aktivierung des Wassers durch metallisches Cu und Ag spielt. 
Als ergiinzendes Moment, um den Mechanismus der oligodynamischen 
Wirkung zu erkJaren, versuchten wir noch klarzulegen, ob O, nur so 
wirkt, daB es das Metall in Lésung gehen laBt, oder ob es tiberdies bei 
der keimtétenden Wirkung der metallischen Lésung mitwirkt, wie 
einige Autoren behauptet haben!. 


1 Die Beteiligung des Sauerstoffs bei der oligodynamischen Metall- 
wirkung: Kurt Herzberg, Centralbl. f. Bakt., Paras. u, Inf.-Krankh. 1, Orig. 
90, 113, 1923. Uber die Rolle des Sauerstoffs bei der oligodynamischen 
Metallwirkung : S. Vaindrach, Zeitschr. f. exper. Biol. u. Med. 10, 1928. 
Uber das Wesen der antibakteriellen Metallwirkung: Buschke, Klopstock 
und Jakobsohn, Deutsch Med. Wochenschr. 51, 595, 1925. 
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Beim Studium der oligodynamischen Wirkung des Cu haben wir 
uns schon gefragt, ob die Lésungen dieses Metalls nicht als Oxydasen 
auf die Keime wirkten, da diese Lésungen in starken Verdiinnungen 
viele Reaktionen zeigten, die Charakteristica der Oxydasen sind. Wir 
haben die keimtétende Wirkung der verdiinnten Cu-Lésungen bei 
Gegenwart und Abwesenheit von O, studiert und konnten feststelle: 
daB in beiden Fallen das Verhalten dasselbe war, oder vielleicht zeigte 
es sich, daB bei Gegenwart von O, die Keime der Wirkung der metallischen 
Lésungen einen etwas gréBeren Widerstand entgegensetzten. 

Zu gleichen Resultaten kamen wir bei Anwendung von Ag-Lésunge 
Wir machten unsere Experimente in folgender Form: In ein Gefai 
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von der Form wie in Abb. 2 fiihrten wir in den Teil A eine Lésung 
von AgNO, n/10-* ein und in Teil B eine Aufschwemmung von Para- 
typhuskeimen B, welche annahernd 1000 Keime pro Kubikzentimeter 
enthielt. Darauf verbanden wir die Offnung a mit einer Vakuumpumpe 
und die Offnung 6 mit einem Wasserstoffgenerator. Abwechselnd, nach 
Bedarf, wurden die an den in a und 6 angebrachten Verbindungs- 
schlauchen befestigten Klammern geschlossen, so entstand ein Vakuum 
im Inneren des Apparates, worauf er mit Wasserstoff gefiills wurde, was 
unter Bewegung des GefiSes mehr als zehnmal wiederholt wurde 

Wenn wir glaubten, da8 sich im Inneren von A und 8 nur H, 
befand und O, vollstandig fehlte, schlossen wir die Klammern von a 
und 6, trennten den Apparat von der Vakuumpumpe und dem Wasser- 


Abb. 2. 
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stoffgenerator, und unter leichter Bewegung des GefaBes fiihrten wir 
die vollkkommene Mischung der in A und B enthaltenen Fliissigkeiten 
herbei. Dabei wirkte die Lésung AgNO, in Abwesenheit von O, auf 
die Paratyphusbazillen ein. Nach 2 Stunden Kontakt wurden Proben 
entnommen zur Nachzihlung der Keime mittels Aussaat auf Agar- 
platten. 

Gleichzeitig machten wir ein gleiches Experiment mit destilliertem 
Wasser an Stelle von AgNO,. 

Die erhaltenen Resultate waren folgende: 





Anzahl von Keimen enthalten in ccm 





0,5 1,0 1,5 


Destilliertes Wasser... ...... 129 230 | 430 
AEE ET” Ses ay 6 Ral 0 0 \* 0 
SE es ~ he ae ig Shi i 0 0 0 


Wie man sehen kann, zeigt die Ag-Lésung in der Konzentration, 
die man durch Wasser in Kontakt mit Metall erhalt, ihre groBe oligo- 
dynamische Aktivitat auch in Abwesenheit von O,, weshalb zugegeben 
werden mu, daf sie durch die Giftigkeit des Ions Ag wirkt und nicht 
durch eine indirekte Oxydaticnswirkung desselben. 


Schlubfolgerungen. 

1. Wir haben nachweisen kénnen, da das destillierte Wasser, 
das durch Kontakt mit metallischem Ag eine oligodynamische Aktivitat 
erhielt, dieses Metall in Lésung enthalt, und zwar in ionisiertem Zustande 
und in einem Verhaltnis von 0,00005 mg pro Kubikzentimeter. 

2. Das durch Kontakt mit metallischem Ag _ oligodynamisch 
aktivierte destillierte Wasser verliert seine Aktivitat vollstandig, wenn 
es einer langeren Elektrolyse unterworfen wird. Bei dieser Elektrolyse 
beobachtet man an der Kathode den Niederschlag des in der Lésung 
enthaltenen Ag. 

3. Auf Grund dieser und in friiheren Veréffentlichungen beschriebener 
Experimente glauben wir behaupten zu kénnen, daB die Aktivierung 
des destillierten Wassers durch Bildung einer ionisierten Lésung des 
Metalls entsteht. 

4. Die keimtétende Eigenschaft von Ag und Cu-Lésungen tritt 
auch in einer Atmosphire von H, ohne O, hervor, weshalb man eine 
giftige Wirkung des metallischen Ions annehmen mu8. Die Anwesenheit 
von Sauerstoff ist nur bei der oligodynamischen Aktivierung durch 
Kontakt mit Metallen nétig, da er die Lésung derselben gestattet. 








Mikromethode zur Bestimmung des Reststickstoffgehaltes 
der Gewebe. 


Von 
F, Levey. 


(Aus dem physiologischen Institut der P&ézmany Péter-Universitat in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1929.) 


In unseren Arbeiten iiber experimentelle Uramie benétigten wir 
eine Mikromethode, die uns einen Einblick in den Reststickstoffgehalt 
der Organe gestattet. Da die allgemein gebrauchten Methoden in 
mancher Hinsicht etwas langwierig oder umstandlich sind, versuchten 
wir, eine méglichst einfache Methode zusammenzustellen, die schon 
mit 0,3 bis 0.4g Gewebe genaue Werte gibt. 


Die ersten genaueren Untersuchungen iiber den Reststickstoffgehalt 
der Organe verdanken wir Schmidt(1). Er zerkleinerte ungefihr 50 g 
Gewebe in der Fleischmaschine; der Gewebebrei wurde mit konzentrierter 
Zinksulfatlésung unter Zusatz von wenig Eisessig enteiweiBt und nach 
zwolfstimdigem Schiitte!n auf der Schiittelmaschine noch dreimal 24 Stunden 
stehengelassen. Die Fliissigkeit wurde nun mehrmals abgenutscht und 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Dieses Verfahren wurde durch 
Becher (2) zweckmaBig modifiziert. Die Filtrate nach Schmidt geben namlich 
mit Sulfosalicylsaure und Phosphorwolframsaéure noch leichte Triibungen, 
dadurch liefert die Methode natiirlich héhere Stickstoffwerte. Deshalb 
versetzt Becher die nach Schmidis Verfahren gewonnenen Filtrate noch 
mit 10cem 1,5%iger Uranylacetatlésung, wodurch die Enteiwei®ung 
vollstandig wird. Es wird mittels gehartetem Filter abgenutscht. Rosen- 
berg (3) nimmt 10 bis 20g sorgfaltig gereinigtes Gewebe, verreibt es mit 
der doppelten Menge Seesand und enteiweiBt mit der zehnfachen Menge 
einer 10 %,igen Trichloressigséure. Nach kurzem Stehenlassen wird mehrere 
Stunden lang wiederhoit abgenutscht. Das Filtrat wird auf 100 bis 200 ccm 
aufgefiillt und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Eine Mikromethode 
wurde von Bardt und Hetényi (4) beschrieben. Diinne Organschnitte 
werden mittels Bangscher Blaittchen auf der Torsionswaage abgewogen. 
Nun wird der Reststickstoff in Bangscher Phosphormolybdansaéure extra- 
hiert und im Filtrat der Stickstoff mit der Mikrokjeldahlmethode bestimmt. 


Bei den obengenannten Methoden finden wir solche Momente, 
die in mancher Beziehung den Forderungen einer einfachen Mikromethode 
nicht ganz nachkommen. 
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Die ersten drei Methoden haben den Nachteil, daB sie zu groBe 
Mengen der Substanz benétigen, es sind also eher Makromethoden, die 
Ausfiihrung ist etwas umstandlich: Schiittelmaschine, dreimal 
24stiindiges Stehenlassen, das wiederholte Abnutschen, nachher Ver- 
arbeitung der Filter sind Momente, die rasches Arbeiten nicht gestatten. 
Ein weiterer Nachteil ist, daB — auBer Rosenbergs Methode — das 
Organstiick mit Fleischmaschine oder Messer zerkleinert wird und das 
EnteiweiBungsmittel auf die Oberflache wirkt, wodurch auf der Ober- 
flache der Organpartikelchen eine EiweiSkruste entsteht, die die Diffu- 
sion der léslichen Stickstoffsalze erschwert. Die Benutzung des Bang- 
papiers und der Torsionswaage ist etwas schwerfallig, letztere ist nicht 
in jedem Laboratorium vorhanden. 

Aus diesen Griinden sahen wir uns veranla&t, mit Hilfe der er- 
wahnten Methoden ein Verfahren ohne kostspielige schwerfillige 
Vorrichtungen zusammenzustellen, das schon mit 0,3 bis 0.4 g Substanz 
genaues Arbeiten erméglicht. 


Methode. 

Methode. Ein Organstiick von ungefihr 0,3 bis 0,5 g wird auf einem 
Uhrglas von bekanntem Gewicht rasch abgewogen; das Organstiick 
wird nun mit der ungefahr gleichen Menge gereinigtem stickstoffreien 
Seesand in einem Porzellanmérser von mittlerer GréBe griindlichst 
verrieben. 

Ist das Gemisch zu trocken, so setzt man einige Tropfen Extraktions- 
fliissigkeit nach Bang [Phosphormolybdansaure, s. Bangs Mikromethodik 
zur Bestimmung des Blutreststickstoffs (5)] hinzu, um einen homogenen 
Brei zu bereiten. Nun wurden — um das Zusammenballen des ge- 
ronnenen EnweiSes in gréBere Klumpen zu verhiiten — unter stetem 
Umriihren einige Kubikzentimeter Extraktionsflissigkeit zugesetzt. 
Dann wird mit Bangscher Fliissigkeit der ganze Inhalt des Mérsers 
in einen Me8kolben von 50 ccm iiberfiihrt, mit derselben Fliissigkeit 
sorgfaltig nachgespilt. Die an der Wand des Morsers haftenden Teilchen 
kénnen zweckmaBigerweise mit einem Celluloidplattchen befreit werden. 
Nach peinlichster Ausleerung des Mérsers wird der Inhalt des MeB- 
kolbens bis zur Marke aufgefiillt, wiederholt geschiittelt und wenigstens 
24 Stunden lang stehengelassen. (Ein Stehenlassen von langerer Zeit, 
z. B. dreimal 24 Stunden, andert die Werte nicht.) Nun wird durch 
ein einfaches Filter filtriert; 25ccm des Filtrats werden in einem 
Mikrokjeldahlkolben mit 2 ccm Kjeldahlschwefelsiure und 2 Tropfen 
10 %iger CuS O,-Lésung versetzt. Dann folgt die Veraschung, anfangs- 
weise an kleiner Flamme, da sonst die Fliissigkeit leicht herausstéBt. 
Destilliert wird zweckmaBig nach Bangs Vorschlag mit indirekter 
Erhitzung. In das RezipientengefaB werden 10 ccm n/50 H,SO, ge- 
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geben, als Indikator eignet sich das Alizarin oder Methylrot, Zuriic): 
titrierung mit n/50 Na(OH). Wenigstens zweiwéchentlich miissey 
auch Leerbestimmungen ausgefiihrt werden. Die bei der Zuriick 
titrierung erhaltenen Kubikzentimeter mit 2 multipliziert ergeben 
den Stickstoffgehalt des Organstiickes. 
Beispiel: Gewicht des Muskels 1,024 g, 

25ccm Extraktionsfliissigkeit bindet bei der Leerbestimmuny 

0,33 cem n/50 H,SO,, 
25 ccm des Maskelextrakts bindet 9,67 — 3,62 = 6,05 ccm Siure. 


der ganze Organextrakt bindet also 12,1 cem. Wird dieser Wert mit 0,28 
multipliziert und durch das Gewicht des Muskelstiickes dividiert, so erhalt 
man den Reststickstoff in 1 g des Organs; dies ergibt mit 100 multipliziert, 
den Reststickstoffgehalt in Milligrammprozenten. 


__ Gebundene cm. 0,28 : 2 


_0/ st-N - m" .U,65 
meh ee Organgewicht aed 
2. 6,05 . 0,28 
= 50 -100 = 882, N. 
1,024 100 332,1 mg Rest-N 


Parallelbestimmungen in den Geweben entbluteter Hunde ergeben 
folgende Werte: 





MM eck eh Sale See 333,1 333,4 — 


SS Fe ae 266,1 264 — 
ego ele. iar hie cal % 180,0 182,3 _ 
DE Pate: Pe PL 149 157 155 
WeiS8e Gehirnsubstanz .. . 118 114 — 
Graue Gehirnsubstanz .. . 172 176 -- 


Unsere Werte im Vergleich zu Bechers Werten: 





Hund Becher Unsere Werte 
mL ice hans 274—286 332,1 
Se eae eee 261—271 266,1 
Graue Substanz. . . 176--178—165 172—176 


Der Reststickstoffgehalt der Organe ist gré8eren Schwankungen 
unterworfen. Das konstanteste Verhalten zeigen Gehirn, Muskel, be- 
sonders Herzmuskel. Organe, die sich leicht zu Brei verreiben lassen, 
miissen nicht im Mérser verarbeitet werden; so gelingt beim Gehirn, 
bei der Milz das Verreiben auf dem Uhrglas mittels eines Glasstabchens. 

Die Methode liefert stets genaue Werte, die Parallelbestimmungen 
weisen héchstens 4 bis 5°, Unterschiede auf. 


Literatur. 


1) Schmidt, [nauguraldissertation GieBen 1908. — 2) Becher, Zeitschr. 
f. exper. Pathol. u. Ther. 22, 1921. —- 3) Rosenberg, Arch. f. exper. Pathol. 
u. Pharm. 87, 1920. — 4) Bardt und Hetényi, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 
188, 1922. — 5) Pincussen, Mikrometl.odik 1928. 
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Beitrige zur Mikromethodik. 


Von 
(. Hiibler und Berta Noetzel. 


(Aus der chirurgischen Universitaétsklinik, Physiko-chemisches Labora- 
torium, Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Mikrobiirette ohne Zwischenhahn, 

Bei der bekannten Bangschen Mikrobiirette kénnen durch den 
zwischen VorratsgefaB und MeBkapillare eingeschalteten, Hahn Fehler 
beim Titrieren entstehen dadurch, da entweder der Hahn nicht dicht 
schlieBt oder daB sich Teile des Hahnfettes losen und die MeSkapillare 
verunreinigen. Wir haben uns daher bemiiht, eine Mikrobiirette zu 
konstruieren, bei der diese Nachteile vermieden werden, die aber 
andererseits die Vorteile der Bangschen Biirette besitzt. 

Der nachstliegende Gedanke, eine aus nur einem Rohr bestehende 
Biirette zu benutzen, die von oben her gefiillt wird, erwies sich als nicht 
durchfiihrbar, da die lichte Weite der Kapillare nicht unter einem 
bestimmten MaB liegen darf, wenn eine luftblasenfreie Fiillung von 
oben her gewahrleistet werden soll. Dadurch ist die Feinheit der Ein- 
teilung beschrinkt. Dieser Mangel trifft auch fiir die von Hugershof 
(Leipzig) in Handel gebrachte automatische Mikrobiirette zu. 

Die Konstruktion unserer Mikrobiirette ist aus der beigefiigten 
Abb. 1 ersichtlich. Ihr Prinzip besteht darin, daB anstatt einer ge- 
raden eine U-férmige MeBkapillare benutzt wird. Die Fillung geschieht 
durch Hinaufpumpen der Lésung in den einen Schenkel der Biirette. 
der so weit gefiillt wird, bis die Fliissigkeit auch in das VorratsgefaB 
des anderen Schenkels hochgetrieben ist und alle sich etwa bildenden 
Luftblasen mitgerissen hat. Die iiberschiissige Fliissigkeit wird zum 
gréBten Teil wieder in die Vorratsflasche zuriickgesaugt, die Einstellung 
des Nullpunktes geschieht dann durch Offnen des Hahnes. Die Kali- 
brierung (2 cem in !/199; 1/199 com 1.2mm) ist so eingerichtet, dab 


die aus beiden Schenkeln des U-Rohres ablaufende Fliissigkeitsmenge 
13* 
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beriicksichtigt ist. Da beide Schenkel gleiche lichte Weite haben 
ist exakt senkrechte Stellung nicht notwendig, aber vorteilhaft. Di 
Biirette kann in jedem beliebigen Stativ befestigt werden, einfach: 
und bequemer ist es, sie direkt au 
der Vorratsflasche anzubringen, wie aut 
der Abb. 1 dargestellt, so daB man dey 
Titrierapparat stets gebrauchsfertig hat 

Zur Reinigung kann die Biirett: 
und das Zufiihrungsrohr leicht aus dem 
Apparat herausgenommen werden!. Der 
Gebrauch ist einfach und unseres E) 
achtens bequem. 


II. Mikromethode der Cl-Bestimmung. 


Bei verschiedenen unserer Unter 
suchungen iiber den Elektrolytgehalt 
von Serum oder anderen Kérper 
fliissigkeiten wurde gréBte Material- 
ersparnis notwendig, und es machte sich 
unangenehm bemerkbar, da fiir die 
gebrauchlichen Cl-Bestimmungen ent- 
weder 5 cem Material benétigt werden 
oder bei den Mikromethoden von Clau- 
dius, Bang, Pincussen u.a. die Fehler- 
quelle relativ héher war, auBerdem die 
Methoden verhaltnismaBig lange Zeit 
beanspruchen. Wir haben daher durch 





Kombination der Makromethode von 
Abb. 1. Volhard? und der Mikromethode von 
Claudius® eine Methode ausgearbeitet, 

die es gestattet, bei Anwendung von0,5 ccm Untersuchungsfliissigkeit eine 
Genauigkeit von 2 mg-°,, zu erzielen. Wir arbeiten nach dieser Methode 
bereits seit 3 Jahren und haben gute Erfahrungen mit ihr gemacht, 
sie auch haufig durch Makrobestimmungen kontrolliert Um Mib- 
verstandnisse zu vermeiden, sei betont, dai wir durchaus keine etwaigen 
Priorititsrechte verletzen wollen, wir entschlieBen uns zu der Ver 
Offentlichung nur und erst jetzt, weil wir aus verschiedentlichen 


1 Die Biirette ist einzeln oder als fertiger Titrierapparat zu erhalten 
bei FE. Heinse, Glasbliserei, Wiirzburg, Koéllikerstr., D. R. M. S., angemeldet. 

2 Volhard, Mandel und Steudel, Minimetrische Methoden der Blut 
untersuchung, 8.42. Leipzig 1924. 

3 Claudius, Arch. med. Scandin. 61, 3, 1924. 
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Gesprachen mit Kollegen entnehmen zu kénnen glauben, dab die 
\ethode nicht allgemein bekannt ist. 

Erforderliche Lésungen: Ag N O,-Lésung, 4,791 g in 1000 cem Aqua 
lest. (= 0,35 molar) K MnQO,-Lésung 5°,ig, Ferro-Ammonsulfat- 
lisung: 5°. ig. Rhodanammonlésung: 2,5 g werden in 1000 cem Aqua 
dest. gelést und dann durch entsprechendes Verdiinnen die Lésung 
genau auf die Silbernitratlésung eingestellt. 

Gang der Untersuchung: 

0.5cem Blut, Serum oder andere zu untersuchende Fliissigkeit 
werden in kleinen Erlenmeyerkolben mit 1 ccm konzentrierter Salpeter- 
siure und 3eccm_ Silbernitratlésung iiber kleiner Flamme_ verascht. 
Nach dem Abkiihlen wird Permanganatlésung bis zum Auftreten 
einer rétlichen Farbung zugesetzt; danach, um den UberschuB von 
K MnO, wieder zu entfernen, so viel Ferroammonsulfat zugegeben, bis 
das Gemisch entfarbt ist. Bei Serum, Exsudat, Urin usw. wird die 
Lisung vollig farblos, bei Verwendung von Gesamtblut bleibt in- 
folge des Eisengehalts — eine schwach gelbgriinliche bis graue Fiarbung 
bestehen. 

Dann wird mit Rhodanammon titriert (wobei das Ferroammon- 
sulfat gleichzeitig als Indikator dient), bis ein Umschlag in Lachsrot 
auftritt. 

Berechnung: Da leem Rhodanammonlésung = 1 ccm _ Silber- 
nitrat, erhalt man die zur Cl-Bindung benétigte Ag NO,-Menge, wenn 
man die zur Titration verbrauchte Rhodanammonmenge von 3 ccm 
abzieht. leem AgNO,-Lésung = 1 mg Cl. 

Beispiel : 

a | 

Zur Titration verbrauchtes Rhodanammon  . 1,7 

Zur Cl-Bindung verbrauchtes AgNO, . . . . 1,3 
also: 1.7 mg Cl in 0.5 cem, 

oder: 340 mg Cl in 100 cem. 


Die Bestimmung kann innerhalb 5 Minuten beendet sein 





Die quantitative Verteilung des Goldes in den Organen gesunder 
und tuberkuléser Kaninchen nach Behandlung mit 
Goldpriparaten'. 


Il. Mitteilung: 
Versuche an tuberkulésen Kaninchen. 


Von 
K. Henius und G. Weiler. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses im 
Friedrichshain, Berlin.) 


(Eingegangen am 1. August 1929.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die bereits im ersten Teile der Arbeit erwahnten Versuche iiber 
die Verteilung des Goldes im Blute und iiber die Menge des vorhandenen 
Goldes im Serum und Blutkuchen wurden mit den Praparaten Lopion 
mit 42°, Au, Solganal (C;HgOgNS,Na,Au) mit 36,5°, Au und Sano 
erysin (S,0,AuNaNa,8,0,) mit 37,35°, Au ausgefiihrt. Die Tiere 
die langere Zeit mit diesen Praparaten behandelt worden waren, wurden 
aus der Halsschlagader entblutet. Das Blut wurde durch Zentrifugieren 
moglichst quantitativ in Blutkuchen und Serum geschieden und nach 
der im ersten Teile genau mitgeteilten Methode quantitativ auf Gold 
untersucht. 

Tabelle I. Verteilung des Goldes im Blute. 





Gewicht Gefundene Goldmenge in 
Blutbestandteile 1 


g mg mg.-9/9 


Versuche mit Lopion. 
Kaninchen Nr. 24 erhielt vom 9. bis 24. Mai jeden zweiten Tag Lopion in 
Dosen von 0,25 bis 0,5 g. Im ganzen 2,8g = 1,18 g Au, entblutet 24 Std 
nach letzter Injektion. Gewicht 1550 g. 


6 CAE a pale Pw ee uC ee 34 15,08 44.34 

a, ee ee eae 22 1,82 8,27 
16,99 

Gesamtblut = '/,, des Korpergewichts 119 35,9 


1 I. Mitteilung, diese Zeitschr. 197, 343, 1928. 
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Tabelie I (Fortsetzung). 





. . Gefundene Goldmenge in 
‘ Gewic 
Blutbestandteile ewicht 


£ ng mg-"/9 


Versuche mit Lopion. 


der 
Kaninchen Nr. 23 erhielt 2,44g Lopion 1,63 g Au in Dosen von 0,3 bis 
0,56g jeden zweiten Tag, entblutet 48 Stunden nach letzter Injektion. 
Gewicht 2170 g. 
oe SRT Seog are eran ako 26 3,22 12.4 
SS ae ae ae ee oe a 14 0,71 5,07 
3,93 
ee ee cee ee ee 167 16.4 
n Kaninchen Nr. 25, behandelt wie Nr. 24, entblutet 72 Stunden nach letzter 
Injektion. Gewicht 1950 g. 
I are eg SS) een tga Cees 2 35 4.62 13,2 
ae a ae ae 14 0,06 0.43 
4,68 
Ae ee ee ee ee 150 14.3 
liber 
nen at ™ ; , at alae ‘ : : Kp: 
: Kaninchen Nr. 26 erhielt 3,25 g Lopion 1,36¢ Au in Dosen von 0,25 bis 
y10Nn ~ . . r -mn . ° ‘ 
0,5g jeden zweiten Tag, entblutet 5Tage nach letzter Injektion. Gewicht 
_— 2150 g. 
lere F 
die See re eee ; 38 1,59 4.2 
estan ee ee ee eee 22 0,01 0,045 
eren 1.6 
rach eg AN are tas 165 44 
rold 
Kaninchen Nr. 27, behandelt wie Nr. 26, entblutet 7 Tage nach letzter 
Injektion. Gewicht 2350 g. 
in Se et eer eee 49 0,208 0,424 
EY ON ne ne te 22 0.066 0.39 
0,274 
NS a te) ek tre cel 181 0.699 
m in 
Std. . ‘ , 
Versuche mit Solganal. 
n Kaninchen Nr. 30 erhielt 2,25 g Solganal = 0,81 g Au, entblutet 24 Stunden 
7 ' nach letzter Injektion. Gewicht 2550 g. 
ee DS 36 1.68 4.64 
eee ey 26 0.14 0,55 
1.82 
Gesamtblut. . . iG) gee gr acta 196 5.76 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





dil Gefundene Goldmenge in 
Blutbestandteile npeienaes 


g mg mg-9/, 


Versuche mit Solganal. 
Kaninchen Nr.31 erhielt 2,25 g Solganal = 0,81 g Au, entblutet 8 Tag 
nach letzter Injektion. Gewicht 2350 g. 


ss cine CE aes Baha) ee 54 0,038 0,07 
Sa rae ere eee 40 0,02 0,05 

0,058 
I or oy 2 eager ces aan pote 181 0,112 


Kaninchen Nr. 1 erhielt 2,7 g Solganal 0,97 g Au, entblutet 11 Tag: 
nach letzter Injektion. Gewicht 2800 g. 


ea ol PEN en Mae ia 67 0.0026 0,004 

PND i See et 39 _- - 
0,0026 

GI SG ee a ea 223 0,0055 


Versuch mit Sanocrysin. 


Kaninchen Nr. SII erhielt 2,4g Sanocrysin = 0,896g Au, entblutet 
48 Stunden nach letzter Injektion. Gewicht 3400 g. 


0, ER See MR ee ee 80 2.64 3,3 

IN A Prac FO os 2 42 0,25 0,595 
2.89 

ND sg ena ee ee 262 6,2 


Aus diesen Protokollen ist ersichtlich, daB innerhalb der analytischen 
Fehlergrenzen fast alles Gold, das im Blute ist, im Serum nachgewiesen 
werden kann und da’ wahrscheinlich die ganz geringe Menge des im 
Blutkuchen gefundenen Goldes durch die an ihm noch haftende Serum- 
menge zu erkliren ist. Die Goldmenge nimmt relativ schnell nach der 
Injektion im Blvtserum ab. Bereits 7 Tage nach der letzten Injektion 
sind nur noch ungefihr 1 bis 2% der nach 24 Stunden nachgewiesenen 
Goldmenge vorhanden. Bei einem Versuch, bei dem das Tier erst 11 Tage 
nach der letzten Injektion getétet wurde, haben sich nur Goldspuren 
im Serum nachweisen lassen. In diesen Versuchen sind erhebliche 
Unterschiede zwischen den Priparaten Solganal, Sanocrysin und Lopion 
nicht festzustellen. 


Die Goldverteilung in den Organen nach Behandlung mit Solganal. 

Es wurden fiir diesen Versuch fiinf Tiere mit einem Durchschnitts 
gewicht von 2700 g verwandt. Die Tiere sind durchschnittlich 4 bis 
5 Wochen mit Solganal behandelt worden und erhielten das Praparat 


in Einzeldosen von 0,15 g bis zu einer Gesamtmenge von 3,8 g. 
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Tabelle Il. 





: Gewicht Gefundene Goldmenge in 
Organe 


g mg mg-° 9 des Organs 


Kaninchen Nr. 1 erhielt vom 3. Marz bis 21. April 1928 2,7 g Solganal 
= 0,97 g Au jeden zweiten Tag in Dosen von 0,15 ¢. 
Anfang.gewicht 2700g, Endgewicht 2900 g. 


ee ee ree 15 24.86 165.6 
SS ae 3 1,83 61,0 
0 fe et 88 28,41 31.8 
SY ee 194 13,79 7,11 
eae 205 10,0 4,88 
1 ee 312 11,65 3,73 
NS. boo. oe ee 15,5 0,32 2.06 
NE Se ce ee 1445 16,3 1,13 
ee 42 0,14 . 0,33 
a re 9,3 0,008 0,087 
a ee ree 67 0,0026 0,004 
Blutkuchen. . .... 40 - 
DNS + 6 ace ee 5 7,5 


107,3106 11,06° des 
eingespritzten Goldes 
Kaninchen Nr. 2, behandelt wie Nr.1, erhielt 1,2 0,43 g Au. Exitus 
bereits am 23. Marz an Peritonitis. 


Anfangsgewicht 2700 g, Endgewicht 2700 ¢. 
SN Gb os ne we 24 14,18 59.2 
ae 122 9.95 8.15 
a gg 186 9.10 4.89 
Des ay ig. a = 236 9,72 4,12 
a ne 1094 27.5 2,51 
ee ke 57 1,09 1,91 
Aree 39,5 0,38 0,96 
ae : 2.5 0,0074 0.296 
ee a ee 17 0,0084 0,049 
Ne ba a el a 9 unter 0.01 
71.9358 16.7% Au 


Kaninchen Nr. 30 erhielt vom 6. Juni bis 9. Juli jeden zweiten Tag Solganal 


in Dosen von 0,152. Im ganzen 2,25¢ 0,81g¢ Au, entblutet am 10. Juli. 
Gewicht 2500 g. 
SS ae eee 18 47.30 262.7 
SE ee eee 27 9,97 36,92 
Es ee Je en 68 24,32 35,77 
Darm .. haan J ae 126 9,92 7,87 
Serum . . ae Oa 36 1,68 4,64 
Fell . . a ee 379 17,29 4.56 
Knochen..... ; 158 5.48 347 
Lunge.... oe 15 0,36 2.40 
ES er ere 1392 11,24 0.81 
Blutkuchen. ..... 26 0.14 0,55 
I bey gy i 7 0,01 0,14 
ee 2 5 8 be 1,7 unter 0,01 
a oh gs el ware 9.5 . O01 


127,71 15.76% Au 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Lows Ge ane G nge i 
Gewicht tefundene Goldmenge in 
Organe a ag — 

& mg mg-°/9 des Orgar 


Kaninchen Nr. 31, behandelt wie Nr. 30, entblutet 8 Tage nach letzte: 


_ 


Injektion. Anfangsgewicht 2550 g, Endgewicht 2350 g. 


NS oa ag i, see 20 59,39 296,95 
GE a ae 72 22,63 31,41 
Oa ae re 4 0,85 21.25 
Dee kk lw 138 9,88 7,16 
BR eS a te e's 13 0,5 3,85 
ee gn gt Se 184 9,01 4,9 
I ee, Keg 34 1,24 3,56 
ee ee 370 10,42 2,82 
re 1267 22.75 1,80 
Serum . ere ee 54 0,038 0,07 
Blutkuchen. . ... . 40 0,02 0.05 
tie a ee 7 unter 0,01 

eo & ae we ee 5 » wa 


136,728 — 16,86% Au 
Kaninchen Nr. 46, mit 7,5 mg Tbe. bov. infiziert. Bei der Sektion keine 
Tb. Tod an eitriger Entziindung. Gespritzt mit Solganal vom 27. Juli bis 
31. August in taglichen Dosen von ©,15g. Im ganzen 3,85g = 1,39g Au. 
Anfangsgewicht 3100 ¢, Endgewicht 2020 g. 


MD os 25 86,05 344,20 
Be hs Cs ig 3 D8 39,45 68,0 
Re eg Sai - 12 2,19 18,25 
as a ca eae 101 18,09 18,0 
SY eee Sere 330 34,43 10,4 
gon mee. ie 29 1,30 4.48 
Dh ee 23 0,99 4,34 
| Oe ee 18 0,75 4,17 
,... eee 946 15.4 1,63 
Sg te oe eS 204 2.54 1,25 


201,19 14,47°% Au 


Bei den gesunden Tieren erscheint bemerkenswert, da bei weitem 
der gréBte Teil des Goldes in den Nieren nachweisbar ist, und zwar 
bis zu 344,2 mg-°%,. An zweiter Stelle folgt die Leber, die jedoch an 
Gold nur '/; bis '/g der oben angegebenen Goldmenge enthalt. Bei 
diesem Priaparat wird sehr viel Gold ausgeschieden, da sich nur durch- 
schnittlich 15°, der eingefiihrten Goldmenge in den Organen wieder 
nachweisen lassen. 

Zusammenfassend kann man nach der ersten Mitteilung und den 
jetzigen Versuchen folgendes sagen: Das Priaparat Lopion wird in 
erster Linie in der Leber gespeichert, wahrend Solganal, Sanocrysin 
und Praparat 2950 in der gréBten Menge vor allem in der Niere gefunden 
werden. Die Gesamtspeicherung erscheint beim Lopion am gréBten 


7 O 


mit einem Héchstgehalt von 67 °,, der injizierten Goldmenge, bei Solgana! 


am geringsten mit etwa 15°, im Durchschnitt. 
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II. Teil. 


Es lag im Rahmen unserer Arbeit, die Verteilung von Gold- 
priparaten verschiedener Konstitution bei der Passage durch den 
Organismus des gesunden und kranken Tieres zu verfolgen. Fir das 
tuberkulosekranke Tier soll dies in diesem Teile der Arbeit geschehen. 

Es wurde eine erste Serie von Tieren angesetzt, die mit 7,5 mg 
Tbe. Typ. bov. subkutan injiziert wurden. Die Tiere wurden nach 
22 Tagen mit Lopion oder Solganal behandelt. Die Infektion war eine 
zu starke, es trat auBerst rascher Gewichtsabfall ein, und die Mehrzahl 
der Tiere starb innerhalb 4 Wochen. Es fand sich bei allen Tieren eine 
ausgedehnte Tuberkulose der Lungen, Leber und anderer Organe. 


Tabelle I1l. 


Versuche an tuberkulisen Tieren. I. Serie. 





Gewicht Gefundene Goldmenge in 
Organe : 


g mg mg-°'5) des Organs 


Kaninchen Nr. 49 erhielt vom 5. Juli bis 2. September Lopion in taglichen 
Dosen von 0,15 und 0,2 g. Im ganzen 5,55¢ 2,33 ¢ Au. 
Anfangsgewicht 3500 g, Endgewicht 1850 ¢. ,; 


Se ee 80 675.5 844.3 
ane ree 6 36,26 604,2 
Nieren. ... i etn 19 32,26 169.8 
ea eee 42 21,74 51,74 
EE Sg ke 204 98,64 48.47 
REE aaa 32 9,12 28,52 
re eee 138 38,7 28,04 
Ns en og 225 33,63 14,95 
gs. ag, ene Oe 15 2.11 14,08 
0 816 35,2 431 
Gehirn. .... oe 6.5 unter 0.01 ' 


983.16 42.19% Au 


Kaninchen Nr. 48 erhielt vom 27. Juli bis 5. August Lopion in taglichen 
Dosen von 0,15 und 0,2 g. Im ganzen 1,55¢g 0,65 g Au. 
Anfangsgewicht 3000 g, Endgewicht 2000 ¢. 


Eee ee 73 193,08 264.6 
Nieren. . A ee 25 23,10 92.4 
RG oS ng sg 137 68,86 50,26 
Me co a we Se 4.8 1,96 40,8 
0 OS a 48 10,88 22,64 
ee 135 15,0 11,1 
ge ie 410 13,15 3,21 
A ae ee 923 17,86 1.94 
re 9 0.6 6.67 
5 i ee ee a 24 0,06 0,25 
Ns cls Sa ee 8 0,0025 0,031 


344,5525 = 53.0% Au 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





eae Gefundene Goldmenge in 
Ougane Gewicht 


g mg mg-°/, des Orgar 


Kaninchen Nr. 47 erhielt vem 27. bis 31. Juli Lopion in taglichen Dosen vo: 
0,15¢g. Im ganzen 0,57 ¢g 0,24g Au. 
Anfangsgewicht 3400g, Endgewicht2350 g. 
RR ear eee 119 55,15 46,34 
SEF Oe ee ee 11 5,03 45,73 
re a are 21 6,52 31,04 
I Sd ae) : 55 5,65 10,27 
ALS -t Rosia eS 163 7,39 4,53 


Kaninchen Nr. 44 erhielt vom 27. Juli bis 7. August Solganal in taglichen 
Dosen von 0,1g und einmal 0,15g. Im ganzen 1,15g = 0,41 ¢ Au. 
Anfangsgewicht 2850 g, Endgewicht 1900 g. 
SS. po ee aie as 26 27,26 104.9 
Ns oe wae eS ie 69 15,88 22,97 
a tk ay ere sinan a : 2,5 0,43 17,2 
PS eee eee Le 39 , 10,64 
a arpa 108 7 4,88 
st SS gS og 889 8: 0,77 
DS as As eee ee 27 é 0,70 


Kaninchen Nr. 45 erhielt vom 27. Juli bis 5. August Solganal in taglichen 
Dosen von 0,1 g. Im ganzen 0,9g = 0,32 g Au. 
Anfangsgewicht 2800 g, Endgewicht 2300 g. 

NG Ain. 3° on 25 9,74 38,96 
OE re ee ee 6,5 1,03 15,85 
Se ee ee ose 78 7,84 10,0 
IN ils Sid Seago. 9c ea 32 2.31 7,22 
LE Fie ee 8 oe. See 128 6,33 4,95 
IRS ak 151 tg se ee a led 127 4,56 3,59 
rae 2 40 0,252 0,63 
SE ae eee ee 13 0,072 0,55 
ee ee ee 8 0,0085 0,106 


; Fiir eine zweite Serie wurden acht Tiere mit einem durchschnittlichen 
Gewicht von 4 bis 5 Pfund verwandt. Ein Tier wurde als Kontrolle 
infiziert und nicht mit Gold behandelt. Die Tiere erhielten samtlich 
am 16. Oktober 1928 je 0,175 mg Tbe. Bac. Typ. bov. intraperitoneal 
Bei den meisten Tieren trat der Gewichtsverlust sehr allmiahlich ein. 
auch waren im allgemeinen nur geringe Temperaturschwankungen zu 


verzeichnen. Die Tiere starben meistens ebenso wie das Kontrolltier 
nach 2 bis 2144 Monaten, nachdem sie etwa ein Drittel ihres Kérper- 
gewichts verloren hatten. Zwei Tiere, die linger am Leben blieben, 
wurden nach 3 bzw. 315 Monaten getétet. 

Die Sektion ergab bei simtlichen Tieren hochgradige Tuberkulose 
der Lunge und Leber, bei einigen Tieren Tuberkulose anderer Organe 
wie z. B. der Milz, des Darms usw. Die Tiere waren gleichmabig 14 Tage 
nach der Infektion mit Solganal bzw. Lopion behandelt worden und 
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atten in den ersten 4 Tagen je 0.1 g des Priparats erhalten. 


ib jeden zwei 


ten Tag 0,15 g. 


Die Gesamtdose betrug etwa 3,3 g. 
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Von da 
Nur 


wei Tiere, die friiher starben, erhielten 2.25 bzw. 2.5 g. 


Versuche mit tuberkulésen Tieren. 


Tabelle 1V. 


Il. Serie. 





Organe 


Kaninchen Nr. 33 erhielt in der Zeit 
3,30g Lopion 


Leber 
Nieren . 
Milz . 
Knochen . 
Darm 
Lunge . 
Fell . 
Magen . 
Fleisch . 
Herz. 


Kaninchen Nr 


Anfangsgewicht 


*, 34 erhielt vom 
= 1,382g Au. 
Anfangsgewicht 


Gewicht 


y 
e 


- 1,39¢ Au. 


2650 g, 


Gefundene Goldmenge in 


mg 


vom 30. Oktober bis 


mg-9/9 des Organs 


21. Dezember 


Exitus 28. Dezember. 


Endgewicht 


111 467,8 
22 46,05 
7 7,88 
134 59,01 
111 40,93 
57 17,46 
247 45,85 
65 9,92 

613 14.3 
0.20 
709,40 


1690 ¢. 


425.2 

_ 209,4 

112.5 
44,04 

37,2 
30,63 
18,56 
15,26 
2.33 


2,22 


51% Au 


30. Okiober bis 21. Dezember '3,15 g Lopion 





Exitus 3. Januar 


1929. 


2450 g, 


Endgewicht 


1550 g. 


Leber 100 437,1 437.1 
Knochen . 122 171,17 140.3 
Nieren . 16 20,42 127.6 
Milz. 16,5 17,9 108,5 
Lunge . 36 11,25 31,2 
Darm 92 24.53 26,66 
Magen . 33 6.01 18,22 
Fell . p 246 39,91 16,22 
Fleisch . 605 36,74 6,07 
Herz. 9 0,18 2.0 
765,21 57.85% Au 
Kaninchen Nr. 35 erhielt vom 30.Oktober bis 10. Dezember 2,25 g¢ Lopion 
- 0,945¢ Au. Exitus 13. Dezember. 
Antangsgewicht 2300g, Endgewicht 1400 g. 
Leber 61 280.5 460 
Milz . 2.4 10,76 448.3 
Nieren . 21 24,32 115.8 
Knochen . 111 74,11 66.77 
Lunge . 41 10.5 25,6 
Darm 121 29,75 24.6 
Fell . 181 38,87 21,47 
Magen . 31 4.80 15,5 
Herz . 7 031 4.43 
Fleisch . 703 29,08 4,14 
593.00 53.2°,, Au 
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Tabelle ITV (Fortsetzung). 





Gefundene Goldmenge in 


Gewicht 


Organe 


Kaninchen Nr. 36 erhielt vom 30. Oktober bis 29. Dezember 3,35 ¢ Solgana! 


o 
£ 


mg ing-°/, des Orga 


= 1,21 g Au, entblutet am 17. Januar. 


Anfangsgewicht 2500 g¢, Endgewicht 2300 g. 


Nieren . 21 45,86 218.4 
Milz . 2 1,41 70,5 
Leber 67 43.36 64.7 
Lunge . 22 2,95 13,4 
Darm 150 19,41 12,94 
Herz . 6.5 0,16 2,46 
Fell : 391 6,57 1,68 
Knochen . 184 2,41 1.31 
Magen . 0.99 


123,12 


10,2°, Au 


Kaninchen Nr. 37 erhielt vom 30. Oktober bis 29. Dezember 3,25 g Solgana! 


1,17 g Au. 


Exitus am 11. Januar 1929. 


Anfangsgewicht 2350 g¢, Endgewicht 1530 g. 


Nieren . 18 40,13 222.9 

Leber 43 47,65 110.7 

Darm 127 19,45 15,31 
Fell 279 26,24 9,37 
Lunge . 20 1,76 8,82 
Magen . 29 1,65 5,69 
Knochen 145 4.87 3,36 
Fleisch, . 476 8,87 1,92 
Herz . 6 011 1,83 

150,73 12.9% Au 


Kaninchen Nr. 38 erhielt in der Zeit vom 30. Oktober bis 29. Dezembe: 


3,45 ¢ Solganal 1,24g Au, getétet am 4. Februar 1929. 


Anfangsgewicht 2400 g, Endgewicht 1470 g. 


Nieren . 16 19,82 123.9 
Leber 53 45.1 85,1 
Milz . 3,8 1.97 51,85 
Darm 126 19,24 15,26 
Lunge . 66 9,90 15,0 
Knocheu 183 15.09 8,24 
Magen . 34 2.76 8,12 
Fell 198 14,95 7.55 
Herz. . 4.9 0.018 0,37 
Fleisch . 552 15,0 2.79 
143,848 11,6 Au 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Gewick Gefundene Goldmenge in 
Organe 


g ng mg-°/) des Organs 


Kaninchen Nr. 39 erhielt vom 30. Oktober bis 7. Dezember 2,5 g Solganal 
= 0,.9g Au. Exitus am 7. Dezember. 
Anfangsgewicht 2500 g, Endgewicht 1690 g. 


ot! lt We eee 16 47,85 299 

| ES pret ane 1.5 1,14 76 

|S ees eh ee see 42 29.5 70,23 
Te a ee 28 4,89 17,46 
a Sh Aa ae Nag, at NS ah og 104 17,74 17,06 
RS ee eine eg 46 4,35 9,46 
NIE, ne serie! oo eh aes 128 11,37 8,88 
Fell . . ae Seen Sa 362 22,93 6,33 
Fare, Ui Tigh Pee as aoe 7 0,34 . 4,86 
ee creer 684 25,87 3,78 


165,98 18.44% Au 


Aus Tabelle III und IV ergibt sich als wesentlich, daB sich beim 
Lopion prinzipiell keinerlei Unterschied der Reihenfolge nach in den 
Organen gesunder und tuberkulosekranker Tiere feststellen laBt. Bei 
beiden wird die gréBte Menge des Goldes in der Leber, Mjlz, Niere ge- 
funden. Die Gesamtmenge des wiedergefundenen Goldes zeigt gegen- 
iiber dem gesunden Tiere keine Anderung. Bei den mit .Solganal be- 
handelten Tieren ist insofern ein gewisser Unterschied in der Reihen- 
folge der Organe dem Goldgehalt nach eingetreten, als sich beim tuber- 
kulosekranken Tiere in der Lunge iiber 13 mg-°,, finden, wahrend sich 
beim gesunden Tiere nur 2,5 mg-°, in der Lunge nachweisen lassen. 
In diesem Zusammenhang muB allerdings betont werden, dai sich 
auch hier bei tuberkulésen Tieren wieder wie bei gesunden eine viel 
geringere absolute Menge Gold in den Organen nachweisen laBt als beim 
Lopion, also auch hier wieder sehr viel mehr Gold als beim Lopion 
vom Organismus ausgeschieden wird. Die Verhiltnisse liegen demnach 
in bezug auf die Gesamtmenge Gold, wenn man die beiden Praparate 
vergleicht, wie beim gesunden Tiere. Wie aus den Tabellen ersichtlich, 
enthalt auch beim kranken Tiere absolut genommen die Lunge des mit 
Lopion behandelten Tieres viel mehr Gold als die des mit Solganal be- 
handelten. 

Biologische Zustandsinderungen, 

Es interessierte uns, im Anschluf an diese Versuche auch Anzeichen 
der biologischen Zustandsiinderung im Organismus zu untersuchen, 
und zwar erstens bei nur mit Gold behandelten gesunden Tieren und 
zweitens bei mit Tuberkulose schwer infizierten Tieren. Als ein Reagens 
biologischer Zustandsinderung, welches uns besonders bequem zu sein 


schien, untersuchten wir die Anderung der Senkungsgeschwindigkeit 
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der roten Blutkérper. Es wurde die Apparatur von Dr. Stammrei 
benutzt, die mit Hilfe eines photographischen Filmes die Darstellu 
der Senkungskurve von 12 Stunden gestattet (Abb. 1 bis 6). 


Blutsenkungskurven 


Abb. 1. Normales Kaninchenblut, verdiinnt mit '/; des Volumens 10 °/9iger Na-Citratlisun, 
Dauer der Senkung 12 Stunden. 





Abb. 2. Normales Kaninchenblut; das Tier war mit Gold (Lopion) gespritzt. 





Abb. 3. Tuberkulises Kaninchen; 11 Tage vor dem Exitus. 





Abb. 4. Tuberkuliises Kaninchen; 1 Tag vor dem Exitus 





Abb. 5. Tuberkulises Kaninchen; 1 Tag vor dem Exitus. 





Abb. 6. Vergleichskurve. Blut eines gesunden Menschen, verdiinnt mit 1!/; des Volume: 


5 


10° oiger Na-Citratlisung. Dauer der Senkung 12 Stunden 
0 
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AuBer der photographischen Registrierung der Senkungsgeschwindig- 
keit wurde auch die iibliche Methode in Réhrchen ausgefiihrt. 1 e¢em 
Blut wurde mit einem Fiinftel des Volumens 10°, iger Natriumcitrat- 
josung versetzt, in ein kleines Glasréhrchen gefiillt und, da die Senkung 
sehr langsam vor sich ging, nach 24 bzw. 48 Stunden die Senkung in 
Millimetern abgelesen. Normales Kaninchenblut ergab nach 24 Stunden 
10 bis 13mm, wahrend das Blut tuberkuléser Tiere eine Senkung von 
20 bis 36 mm zeigte. Nach 48 Stunden war normales Blut auf 20 bis 
22mm gesunken, wahrend tuberkuléses eine Senkung von 28 bis 38mm 
ergab. Interessant ist der Vergleich der Kurven von Kaninchen mit 
denen des Menschen (s. Abb. 6). Es zeigen sich hier Verschiedenheiten 
in der Reaktion, die vielleicht fiir die Auswahl der Versuchstiere be- 
achtlich sind. 


In den Versuchen oben angegebener Art war beabsichtigt, einen 
kleinen Beitrag fiir die Art und Weise der Wirkung chemotherapeutischer 
Mittel zu geben. Hier ist an einigen Goldpraparaten anorganischen 
sowie solchen mit komplexer Bindung gezeigt, wie sie durch den 
Organismus hindurchgehen, wie und wo sie in demselben gespeichert 
werden. Es haben sich zwischen den einzelnen Praparaten Verschieden- 
heiten feststellen lassen, und es hat sich gezeigt, dais bei einem der 
Praparate die Verteilung des Goldes beim gesunden Tiere eine andere 
ist als beim kranken. In welcher Form das Gold in den Organen vor- 
handen ist, 1aBt sich nicht feststellen. Histologische Parallelversuche 
sind erforderlich und zum Teil schon gemacht (sie werden ebenfalls 
veréffentlicht). Es wird noch viel experimentelle Arbeit nétig sein, um 


GesetzmaBigkeiten in der Verteilung und Wirkung von eingespritzten 
Metallverbindungen, je nach ihrer chemischen Konstitution, zu finden. 
Ein zweites schwieriges Arbeitsfeld ist die Feststellung der Verteilungs- 
ainderung solcher Mittel bei kranken Tieren und ihrer Ahhingigkeit 
von der Art der Infektion. 


Diese Arbeit wurde mit freundlicher Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der wir dafiir 
unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 








Beitrige zur Chemie der Starke, vom diastatischen Standpunkt 
aus betrachtet. 


Von 
I’. Polak und A. Tyehowski. 


Aus dem Girungstechnischen Institut der Technischen Hochschule in 
Lwow (Polen)]. 


(Eingegangen am 1. August 1929.) 


Es ist bekannt, daB die lésliche Starke, die nach Lintner mit Saure, 
wie auch durch Erhitzen im Autoklaven erhalten wird, der Einwirkung 
von Gerstenauszug, d.h. ungemalzter Gerste unterliegt; es resultieren 
hierbei etwa 66°, wirklicher Maltose!. Bei diesem Grenzwert kommt 
dieser anfangs sehr rasch verlaufende ProzeB zum Stillstand und die 
weitere Zunahme des Reduktionsvermégens erfolgt nun sehr langsam 
Es wire hier noch die besondere Fahigkeit von Farbungen mit Jod- 
lésungen hervorzuheben. Soweit namlich Malzauszug eine rasche Ab- 
nahme des Fiarbungsvermégens von Starke-Jodlésungen hervorruft, 
kann eine mittels Gerstenauszug hydrolysierte Starkelésung ihr Far- 
bungsvermégen mit Jod in weiten Grenzen beibehalten, namlich 
anfangs rein dunketblau, am Ende rotviolett. Aus so hydrolysierter 
Stairkelésung laBt sich ein Dextrin isolieren, das mit Jodlésung rot- 
violette Farbe zeigt und sehr geringes Reduktionsvermégen aufweist ; 
dieses Dextrin nannte Syniewski seinerzeit nichtreduzierendes Grenz- 
dextrin I'. Unter der Voraussetzung, daB in jedem Abbauprodukt 
der Starke héchstens nur eine freie Carbonylgruppe vorhanden ist. 
laBt sich mithin aus dem Reduktionsvermégen des obigen Grenz- 
dextrins (etwa 1°, R-Maltose) auf sein niedrigstes Molekulargewicht 
schlieBen, und dieses wiirde naimlich etwa 100mal gréBer sein als 
dasjenige von Maltose. (Obige Annahme miiBte jedoch noch dadurch 
gestiitzt werden, daB die untersuchte Substanz als chemisch einheit 
liches Individuum aufzufassen ist.) 


Es steht dagegen fest, daB ein Teil der mit Gerstenauszug hydro- 
lysierten Starke quantitativ bis zur Maltose abgebaut wird, welche 


1 Syniewski, Ubernichtreduzierendes Grenzdextrin I, A 441, 285, 1925 
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diastatische Einwirkung Syniewski der a-Diastase zuschreibt. us 
fragt sich nun, ob dieser Starkeanteil ein besonderer Grundstein des 
Starkemolekiils mit besonderen physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften ist oder ob er nur an andere Grundelemente der Starke so 
gebunden ist, daB ihn die a-Diastase vom Starkekomplex gleichzeitig 
abspaltet und weiter abbaut, im Endresultat nur Maltose aus ihm er- 
gebend. Diese zweite Hypothese kénnte noch zwei weitere Méglichkeiten 
in sich bergen, und zwar erstens: es besteht zwischen dem in Maltose 
hydrolysierbaren Starkeanteil und weiteren Grundelementen der Starke 
das Verhaltnis von etwa 66 : 34, oder auch zweitens: im Starkemolekiil 
waren verschiedene Komplexe mit wechselnden Beziehungen zueinander 
vorhanden, die im Durchschnitt erst das in zahlreichen Versuchen fest- 
gestellte Verhaltnis ergeben. Diese letzte Annahme klingt héchst un- 
wahrscheinlich, denn bei solcher Mannigfaltigkeit miBten doch in 
verschiedenen Starkeproben (z. B. bei anderen Witterungsverhaltnissen, 
Erntezeit, sowie anderen die Pflanze, somit auch die Starke beeinflussen- 
den Faktoren) ganz verschiedene Ergebnisse der a-diastatischen Hy- 
drolyse resultieren. Dagegen 14Bt sich feststellen, daB die Starke 
diastatischen Einwirkungen stets gleichférmig unterliegt, spmit miissen 
wir eine bestimmte Anordnung ihrer Grundelemente in ihr als gegeben 
annehmen. 

Die vorliegende Abhandlung bezweckte also nur eine Entscheidung, 
ob der Maltose liefernde Starkeanteil nur lose im Starkemolekiil vorliege, 
oder auch ob er direkt chemisch gebunden sei. Sobald es gelingen wiirde, 
Stirke derart aufzuspalten, da8 ihre Teilprodukte verschiedene Maltose- 
mengen ergeben wiirden, vorausgesetzt, daB die eventuellen Bindungen 
zwischen den Teilprodukten der Starke durch das angewandte Spaltungs- 
mittel nicht angegriffen sein wiirden, so ware mithin obiges Problem 
zugunsten der ersten Annahme gelést. Es besteht auch wirklich ein solcher 
Vorgang, namlich die nach Vorschrift Shermanns und Bakers! auszu- 
fihrende Methode zur Amylosebereitung; in abgeschleuderter Lésung 
findet man eine Substanz, auf die a-Diastase einwirkt und auBerst leicht 
quantitativ zu Maltose hydrolysiert. Man findet hier also keine Grenze 
der Verzuckerung bei etwa 66,00 °,,; sie verliuft namlich vollstandig 
bis zu Ende. Hier haben wir es also mit dem Starkemolekiilanteil zu tun, 
der durch a-diastatische Einwirkung ginzlich zu Maltose aufgespalten 
wird. Bei diesem ProzeB werden etwa 10 °/,, auf Starke gerechnet, Amylose 
erhalten, also der Menge nach nicht viel, wenn man beriicksichtigt, 
daB als Produkt unmittelbarer Verzuckerung von Starke etwa 66°, 
Maltose resultiert. Dieses Resultat 1a8t also auf gréBere Mengen des 
Maltose ergebenden Komplexteiles im Starkemolekiil schlieBen. 


1 Amer. Soc. 88, 1885, 1916. 


14* 
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Um gréBere Mengen von dieser Amylose zu erhalten, wurde nach 
obiger Methode wie folgt gearbeitet: aus der klar abgeschleuderten 
Lésung wurde die darin befindliche Amylose mit Alkohol gefallt und im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Dieses Produkt war ein weiBes Pulver 
mit besonderen Eigenschaften. Es léste sich gar nicht, selbst nicht in 
kochendem Wasser. Um es tiberhaupt in Lésung iiberzufiihren, muBten 
héhere Temperaturen angewandt werden, wie z. B. langeres Erhitzen 
im Autoklaven. Nach zweistiindigem Erhitzen bei 135° C (1 g Substanz 
in 100 ccm H,O) war die Lésung stark opalisierend mit nur geringem 
ungelésten Riickstand. Diese Lésung neigte sehr zur Reversion, namlich 
nach | bis 2 Stunden trat vollstandige Triibung ein und es schieden 
sich aus ihr Reversionsprodukte langsam aus, die aber in kochendem 
Wasser nicht wieder in Lésung traten. 

Auch aus der abgeschleuderten Lésung (ohne folgende Alkohol- 
fallung) wurden Abscheidungen von Reversionsprodukten  wahr- 
genommen, aber erst nach | bis 2 Tagen, die auBerst leicht in warmem 
Wasser wieder in Lésung iibergingen. Daraus laSt sich folgern, dab 
entweder die Alkoholfillung oder auch die weitere Trocknung im 
Exsikkator eigentiimliche Veranderungen in der aus Stirkekleister 
erhaltlichen Substanz hervorgerufen haben. Diese Verinderungen sind 
héchstwahrscheinlich physikalischer Natur, es ist aber auch nicht aus- 
zuschlieBen, daB obige zwei Faktoren die Grundsubstanz chemisch 
verandert haben. 

Diese Eigenschaft der durch Alkoholfallung isolierten und ge- 
trockneten Substanz, namlich ihre schwere Léslichkeit, liefert vorziigliche 
Dienste beim Fraktionieren der Starkekomponenten und bewies auch 
somit, daB die Starke tatsichlich aus zwei miteinander chemisch nicht 
verbundenen, verschiedenen Substanzen zusammengesetzt ist. Mehrere 
Forscher des. Starkekomplexes neigen heute zur obigen Auffassung. 
wobei sie meistens annehmen, daB die auBere Schicht des Starke- 
komplexes aus einer physikalischen wie chemischen Einwirkungen 
widerstandsfahigen Substanz besteht, d.h. dem sogenannten Amylo- 
pektin, -wogegen die innere Schicht als Substanz die Bezeichnung 
Amylose erhielt. Nach unserer Auffassung unterliegt gerade die 
Amylose der a-diastatischen Einwirkung, sie ergibt namlich quantitativ 
Maltose, dagegen steht das Amylopektin dieser Einwirkung ziemlich 
widerstandsfahig gegeniiber. Um nun eine Fraktionierung von Stirke 
auf Grund obiger Beobachtungen durchfiihren zu kénnen, miilte 
speziell die innere Schicht, die Amylose, der Alkoholbeeinflussung 
zwecks Fallung ausgesetzt werden. Nach allgemein angenommenen 
Vermutungen befindet sich nun die Amylose im Stiarkekleister bereits 
in Lésung, sie wird aber noch gegen auBere Eingriffe durch eine Amylo- 
pektinhaut geschiitzt. Um den Amylose angreifenden Faktoren ihre 
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Aufgabe zu erméglichen, mu8 erst diese schiitzende Amylopektinhaut 
leicht gelockert werden, ohne sie jedoch ginzlich zu lésen. Mit Hilfe 
der sogenannten f-Diastase gelang es, dieses Problem vollstindig zu 
josen. 

Nach Anschauungen von Syniewski! beteiligen sich namlich am 
Spaltungsvorgang der Starke zwei Enzyme, namlich a- sowie f-Diastase. 
Die erstere finden wir schon in ungemialzter Gerste. Die zweite Art 
entsteht erst wahrend des Malzens. a-Diastase wirkt auf Stirkekleister 
nicht ein; erst das Lésen der Starke erméglicht ihr das spezifische 
hydrolysierende Vermégen, das, wie oben schon erwahnt, aus Amylose 
quantitativ Maltose liefert. 

Aus diesen Erwagungen geht hervor, dafB a-Diastase nicht die 
iuBeren Teile des Starkemolekiils, sondern nur die inneren, und diese 
ganz besonders energisch angreift. Im Malzauszug haben wir beide 
Arten dieser Diastasen vorhanden, und dank diesem Umstand kann auch 
Stirkekleister ihrer lésenden Wirkung ausgesetzt und weitergehende 
Verzuckerung der Starke erzielt werden, niimlich statt etwa 66°, bei 
a-diastatischer Einwirkung reicht hier die Grenze des Verzuckerungs- 
vermégens bis zu etwa 75°%,. Der verschieden bei Gerstenauszug und 
Malzauszug verlaufende VerzuckerungsprozeB, sowie auch|sein anderes 
Verhalten gegeniiber dem Stirkekleister zeigen deutlich, daB im Malz- 
auszug ein Enzym vorhanden sein mu, das auch die auBere Schicht 
des Starkeaggregates aufzuspalten vermag. Es gebiihrt Syniewski? das 
groBe Verdienst, dieses Enzym aus Malzauszug erhalten zu haben; 
durch Erwarmen des Malzauszuges tiber 60° C wird nimlich a-Diastase 
zerstért und nur f-Diastase bleibt, da sie gegen héhere Temperaturen 
widerstandsfihiger ist, in der Restlésung zuriick. Behauptungen einiger 
Forscher, die dieses Erwiirmen als undefinierbaren Faktor (vielleicht 
mit Entstehen einer neuen enzymatischen Form) abtun wollen, sind 
abzuweisen; denn des weiteren beweist obiges die Tatsache,.daB unab- 
hangig von der Art der Starkehydrolyse stets dieselben Endprodukte 
resultieren. Z.B. aus einer Hydrolyse mit Malzauszug (Gemisch von 
a- und f-Diastase) bis zu vélliger Entfarbung mit Jod resultiert stets 
ein Dextrin, dessen Reduktionsvermégen etwa 16 bis 17°, R-Maltose 
betragt und weiter sich. nur sehr schwierig diastatisch abbauen laBt; 
dasselbe Endprodukt erhalten wir auf andere Weise, naimlich, wenn 
Starke zuerst mit a-Diastase, dann mit f-Diastase hydrolysiert wird, 
bzw. umgekehrt, wobei die Ausbeuten nach beiden Arbeitsmethoden 
innerhalb der Versuchsfehler stets gleich ausfallen. Dies beweist un- 
triiglich, daB das Enzym, das im Malzauszug nach dem iiblichen Er- 


1 Diese Zeitschr. 158, 87, 1925. 
2 V. Syniewski, diese Zeitschr. 162, 228, 1925. 
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warmen tibrigbleibt, dasselbe ist, welches schon vorher vorhanden wy. 
Dieser Umstand, von anderem Standpunkt aus gepriift, 14Bt sich leicht 
erklaren. Das Getreidegewachs versorgt seine Friichte in alle zu weiterem 
Aufbau bendétigten Bestandteile. Es liefert ihnen Niahrstoffe sowie 
Aufbaustoffe, und nebenbei liefert es auch diejenigen Faktoren, derey 
Aufgabe es ist, obige Grundsteine zweckentsprechend abzubauen. So 
verhalt es sich auch in unserem Falle bei der Gerste. In ihren Kérnern 
finden wir Starke nebst Diastase, aber diese letztere in einer Form. cic 
es ihr nicht erlaubt, Starkepartikelchen anzugreifen (ein Beweis fiir 
VorsichtsmaBregeln im Pflanzenreich!); erst wahrend des Malzens 
entsteht dank Einwirkung verschiedener, bis jetzt noch nicht ginzlich 
aufgeklirter Faktoren! aus diesem, man kénnte es mit der Bezeichnung 
Proenzym benennen, eine andere Form, die Temperatureinfliissen 
gegeniiber widerstandsfahiger ist und als spezifische Wirkung die 
Aufspaltung der auBeren Hiillen von Starke aufweist ; diese Enzymform 
entsteht also gerade da, wo ihr Vorhandensein unbedingt notwendig ist. 


Welche sind nun die bedeutendsten Eigenschaften dieser diastati. 
schen Art? Sie wirkt sehr stark und rasch auf Starkekleister, indem sie 
ihn in Lésung bringt. Da nach obigen Vermutungen Amylose aus dem 
Innern des Starkemolekiils im Starkekleister bereits ganzlich gelist 
ist, mu die £-Diastase vor allem das Amylopektin spalten. Und 
dies ist ihre spezifische Eigenschaft. Wie oben schon erwahnt, gibt 
a-Diastase, auf geléste Starke einwirkend, neben Maltose auch das 
nichtreduzierende Grenzdextrin I, das, abgeschieden, weiterer Einwirkung 
dieses Enzyms entgeht. Ganz anders dagegen verhilt sich die Sachlage 
mit der £-Diastase bei der Hydrolyse des nichtreduzierenden Grenz- 
dextrins 1; das Farbungsvermégen mit Jodlésung schwindet sehr 
rasch und der ganze Hydrolysierungsvorgang erreicht mit etwa 18°, 
sein Ende; man erhalt so das reduzierende Grenzdextrin I?, das man 
auch auf anderem Wege, namlich durch direkte Einwirkung von Malz- 
auszug erhalten kann. Unseren Anschauungen nach stammt die der 
a-Diastase widerstehende Substanz vom Amylopektin her und somit 
ware das nichtreduzierende GrenzdextrinI fast reines Amylopektin. 
das nur infolge der Behandlung im Autoklaven eine teilweise Zersetzung 
erlitt. Reduzierendes Grenzdextrin I ist ein Endprodukt, bei welchem 
die Hydrolyse des nichtreduzierenden Grenzdextrins I sich aufhalt 
Und so kénnten die charakteristischen Grenzdextrine Syniewskis von 
einem neuen Standpunkt betrachtet werden; sie waren, wie oben gerade 
erwahnt, die wichtigsten Etappen im Hydrolysierungsvorgang der 
beiden Starkekomponenten. Das nichtreduzierende Grenzdextrin | 


1 F. Polak und A. Tychowski, diese Zeitschr. 192, 463, 1928. 
2 Syniewski, Liebigs Ann. 324, 233, 1902. 
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sowie auch das reduzierende Grenzdextrin I sind also Abbauprodukte 
des Amylopektins, wobei das nichtreduzierende Dextrin seiner Stamm- 
substanz, dem Amylopektin, in seinem Molekulargewicht sehr ihnelt. 
Dieses Dextrin lést sich in Wasser ziemlich schwer und zeigt betriicht- 
liche Neigungen zur Reversion. Das reduzierende Grenzdextrin I 
besitzt Reduktionsvermégen in Héhe von 16 bis 17°, R-Maltose, und 
auf dieser Tatsache fuBend, kénnte man ihm ein etwa sechsmal] gréBeres 
Molekulargewicht als dasjenige der Maltose zuschreiben. 


Syniewski behandelt in seinen Ausfiihrungen noch ein charak- 
teristisches Dextrin, namlich das Grenzdextrin II'. Es sei hier hervor- 
gehoben, daB dieses Dextrin nicht als quantitatives Abbauprodukt der 
Stirke aufgefaBt werden kann, wie es Syniewski angab, es ist nur ein 
Nebenprodukt dieses Hauptprozesses, wie wir es in unseren weiteren 
Abhandlungen noch beweisen werden. Dieses Dextrin kann aus Amylose 
durch Einwirkung von f-Diastase erhalten werden, wobei diese Ein- 
wirkung auf dasselbe Dextrin zum Stillstand kommt. Somit kann dieses 
Dextrin als endgiiltiges Abbauprodukt von Amylose durch f-Diastase 
angesehen werden. Aber mit a-Diastase behandelt, wird dieses Grenz- 
dextrin II bis zu Maltose quantitativ gespalten. 


Obiges zusammenfassend, ]aBt sich sagen: Starke besteht aus zwei 
verschiedenen Substanzen vom diastatischen Standpunkt aus gesehen, 
nimlich dem Amylopektin und der Amylose. Ersteres wird durch 
B-Diastase bis zum reduzierenden GrenzdextrinI gespalten, auf die 
zweite, d.h. die Amylose wirkt a- wie auch f-Diastase ein, namlich 
a-Diastase ergibt aus ihr restlos Maltose, und f-Diastase das Grenz- 
dextrin II. Schematisch kénnte dies wie folgt veraugenscheinlicht 
worden: 





ry ne 
Amylopektin —___———-- Amylose ——_—-—- 
Erhitzen im | Autoklaven (spaltbar sowohl mit a- wie mit 
8-Diastase) - 
a-Diastase 8-Diastase 
nichtreduzierendes Grenzdextrin I _—» Maltose Grenzdextrin II < 
(nur durch #-Diastase spaltbar) (nur durch 


a-Diastase spaltbar) 
ae a-Diastase 


reduzierendes Grenzdextrin I. 
(nur sehr schwierig weiter spaltbar ) Maltose 


Daraus folgt, da8 im Amylopektin als Grundstein das reduzierende 
Grenzdextrin I (das aus sechs Maltosemolekiilen besteht) anzunehmen 
ist; die f-diastatische Hydrolyse des Amylopektins wire also als 


1 Syniewski, Liebigs Ann. 824, 222, 1902. 
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Abtrennung dieses Grundelements denkbar, und deshalb kommen wir 
zu dem Schlu8, daB die Ansammlungen von Maltoseaggregaten derart 
miteinander verbunden sind, daB es der B-Diastase méglich ist, diese 
besondere Bindung zu sprengen; natiirlich sind die einzelnen Maltose. 
molekiile in diesen Gruppen zwischen sich andersartig miteinander 
verbunden. 

Was die Amylose anbetrifft, so ware hier als ahnliches Grund. 
element, der £-diastatischen Hydrolyse entstammend, das schon oben 
beschriebene Grenzdextrin II aufzufassen (sein Reduktionsvermégen 
etwa 30°, R-Maltose), also mit einem etwa dreimal gréBeren Molekular- 
gewicht wie dasjenige der Maltose. Gegen a-Diastase scheint die Amylose 
nur aus Maltosemolekiilen aufgebaut zu sein. Somit hatte die Amylose 
in ihrer Struktur auf je drei Maltosegruppen spezifische Bindungen, 
die nur durch £-Diastase gesprengt werden kénnten. a-Diastase sprengt 
dagegen alle Bindungen zwischen den einzelnen Maltosemolekiilen. 

Um nun die Amylose der Alkoholfaillung sowie weiterer Trocknung 
aussetzen zu kénnen (uns scheint dabei, daB hier hauptsiachlich Alkohol 
einwirkt), war es notwendig, die auBeren Hiillen des Starkekomplexes 
ganz leicht zu lockern, nimlich das schiitzende Amylopektin behutsam 
aufzuspalten. Dazu eignet sich besonders f-Diastase; es war hier nur 
seine optimale Wirkungsmenge zu ermitteln, die das Amylopektin 
méglichst unberihrt lieBe, natiirlich muBte auch die optimale Wirkungs- 
zeit sowie Temperatur gefunden werden. Nach mannigfaltigen Ver- 
suchen gelangten wir hierin zu befriedigenden Resultaten. Die Ver- 
kleisterung von Starke wurde in Anwesenheit von geringen Mengen 
f-Diastase ausgefiihrt, es wurde nur 2 Minuten lang erwirmt, darauf 
wurde der Kleister rasch abgekiihlt und seine Gesamtmenge in Alkoho! 
geschiittet. Nach darauffolgendem Trocknen erhielten wir ein weibes 
Pulver, dessen Léslichkeit nun zu erforschen war. In heiBem Wasser 
léste es sich gar nicht; nach 5 Minuten langem Erhitzen bei 115°C 
gingen etwa 20%, der angewandten Menge in Lésung, die nach darauf- 
folgender a-diastatischer Hydrolyse etwa 45°, Maltose ergab. Unsere 
obigen Vermutungen waren also ganz richtig. Durch Einwirkung 
von Alkohol auf Amylose wurde ein Teil davon schwerléslich. Daher 
stammt die héhere Konzentration an Amylopektin im Starkekomplex. 
Der nach kurzem Erhitzen iibrigbleibende Riickstand geht fast restlos 
nach weiterem zweistiindigen Erhitzen bei 135°C in Lésung und gibt 
jetzt etwa 77°, Maltose (a-diastatische Hydrolyse), also wieder vollige 
Ubereinstimmung mit unseren Vermutungen. 

Wiirde man aus obigen Ergebnissen eine Berechnung anstellen, 
wieviel Maltose der ganze Starkekomplex ergeben miiBte, so resultierten 
daraus etwa 70%, also innerhalb der tiblichen Versuchsfehlergrenzen 
ebensoviel Maltose, wie es bei direkter Hydrolyse von Starke mittels 
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a-Diastase zu erhalten méglich ist. Es mu8 darauf hingedeutet werden, 
dai aus gewéhnlich zubereitetem Stirkekleister Alkohol ein Produkt 
fallt, das nach darauffolgendem Fraktionieren in jeder Teilfraktion 
nach a-diastatischer Hydrolyse stets nur 68°, Maltose liefert; daraus 
folgt, daB es unméglich ist, etwaige Verschiedenheiten beziiglich der 
Léslichkeit der Starkekomponenten wahrzunehmen. Des weiteren folgt 
daraus, daB die Starke mindestens aus zwei verschiedenen Substanzen 
zusammengesetzt ist, die wiederum charakteristische Eigenschaften 
Enzymen gegeniiber aufweisen (zur Annahme von mehr als zwei Teil- 
komponenten liegt nach unseren Versuchen einstweilen keine Ver- 
anlassung vor). Ebenfalls kommt die Vermutung zu Fall, nach der die 
Komponenten miteinander chemisch verbunden sein sollten; denn so 
geringe Mengen von f-Diastase (wie kaum 0,0025 g B-Diastasepraparat 
auf 5g Starke angewandt, bei verhaltnismaBig niedriger Temperatur 
65°C, sehr kurzes Erhitzen kaum 2 Minuten — alle diese Faktoren zu- 
sammenwirkend) kénnten doch nur sehr schwache Bindungen sprengen. 
Erst bedeutendere Mengen desselben f-Diastasepriparats, wie 0,050 g, 
also 20mal so viel, wie vordem, bewirken vélliges Lésen von Starke- 
kleister nach 3 Minuten langem Erhitzen auf gleiche Temperatur. 
Somit kénnen die vorigen geringen Mengen des f-Diastasepraparats 
die auBere Amylopektinschicht nur ganz leicht lockern. Dies reicht 
aber schon dazu aus, daB es spiter gelingt, die Stiirke in ihre Komponenten 
zu fraktionieren. In allen bisherigen Abhandlungen iiber die Starke- 
struktur wurde dieses verschiedene Verhalten der Starkekomponenten 
zu den beiden verschiedenen Malzdiastaseabarten unberiicksichtigt 
gelassen. Die bisher erhaltenen Amylopektin- bzw. Amylosepraparate 
geben keine Sicherheit beziiglich ihrer Reinheit. Es gab namlich bisher 
keine genaue Methode, mit deren Hilfe eine wissenschaftliche Identi- 
fizierung dieser Substanzen gelingen wiirde. Erst die Beriicksichtigung 
des verschiedenen Verhaltens gegeniiber a- und f-Diastase gibt uns ein 
Mittel, womit nun die auf verschiedenen Wegen erhaltenen Priparate 
gepriift werden kénnen, ob sie als reine Amylose bzw. reines Amylo- 
pektin, oder auch als Gemisch dieser beiden Starkekomponenten auf- 
zufassen sind. 


Versuchsteil. 
Bereitung von Amylose und thr Verhalten gegeniiber a- und f-Diastase. 


Lésungen von Amylose wurden nach der Methode von H. C. Shermann 
und J. C. Baker’ erhalten. 75g Starke wurden in 2 Liter H,O bei 45°C 
Wassertemperatur geschiittet (dieser Warmegrad war als zweckmaBigster 
ermittelt, um gleichmaBiges Verteilen der Starke zu erzielen) ; nach kraftigem 
Mischen wurde die Staérkemilch in ein Wasserbad von 82°C gestellt; diese 


1 Amer. Soc. 38, 1885, 1916. 
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Temperatur fiel rasch auf 80°C, wobei gleichzeitig die Starkemilch <jch 
auf 78°C erwarmte. Nach 5 Minuten bei 78 bis 79°C wurde schon dic 
ganze Starkeportion verkleistert, darauf wurde dieser Kleister in kalte:) 
Wasserbad abgekiihlt. Nach der Abkiihlung wurden noch 15 cem 10°, iver 
Kochsalzlésung hinzugesetzt und bis zu 3000 ccm aufgefiillt. Nun wurde 
die Lésung eine halbe Stunde lang bei 3000 Umdrehungen pro Minv:te 
geschleudert. Nach dieser Arbeitsmethode verlief das Schleudern stets 
sehr gut; die iiber der dickschleimigen Masse am Boden der Reagenzgiiser 
stehende Lésung war fast véllig klar, und aus 300 ccm Starkekleister (cing 
Zentrifugenfiillung) wurden etwa 150 bis 170ccm dieser klaren Lésung 
erhalten. Bestimmungen der darin befindlichen Trockensubstanz (unte; 
Beriicksichtigung der Kochsalzzugabe) ergaben eine Ausbeute von etwa 
8% auf angewandte Starke bezogen. 


a) Verhalten der Amyloselésung gegeniiber a-Diastase. 


Da a-Diastase bereits im Gerstenauszug fertig vorhanden ist (zwar 
stets neben geringen Mengen von f#-Diastase), wurden zur a-diastatischen 
Hydrolyse stets aus der Gerste Ausziige wie folgt zubereitet : 40 g gemahlener 
Gerste + 200cem H,O dest. wurden wiahrend 1 Stunde im elektrischen 
Riihrapparat extrahiert. Nach Filtration wurde die diastatische Kraft 
dieser Ausziige bestimmt, die gewéhnlich um den Wert 25 bis 30 diastatische 
Einheiten schwankte (diese Bestimmungen wurden nach der Syniewski- 
schen Methode ausgefiihrt)'. 

25ccem der klar zentrifugierten Lésung wurden mit 1 cem Gersten- 
auszug versetzt; die Verzuckerung erfolgte bei Zimmertemperatur (18° () 
wahrend 16 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit wurde daraus eine 10 ccm 
fassende Probe entnommen und ihr Maltosegehalt mittels der Hypojodit- 
methode nach Willstdtter und Schudel* bestimmt. Ihr Jodverbrauch 
stellte sich auf 1,52 ccm n/10 Jodlésung. In besonderer Probe von 25 ccm 
H,O + leem Gerstenauszug wurde der Jodverbrauch der angewancten 
Auszugsmenge bestimmt (in obiger Ziffer ist dieser Selbstverbrauch des 
Gerstenauszuges an Jod schon bereits beriicksichtigt). In 10ccem der 
zur Verzuckerung angewandten Lésung waren 0,0269 g Trockensubstanz 
vorhanden (diese Bestimmung wurde gewéhnlich in 20cem Amylose- 
lésung durch Trocknen zu konstantem Gewicht boi 105°C ausgefiilirt). 
Von dieser Trockensubstanz wurde noch der Kochsalzgehalt abgezogen, 
dessen Menge durch Veraschen bestimmter Mengen Amyloselésung ermittelt 
wurde. Im Endresultat entstanden 0,02599 g oder 94,72 % Maltose. 
Andere wie oben angegeben angestellte Verzuckerungsansitze ergaben 
Maltoseergebnisse, die zwischen 92 bis 98% wechselten; diese Unterschiede 
riihren vielleicht von geringen Differenzen in der Kleisterzubereitung her. 
Theoretisch miiBte eigentlich Starke bzw. Amylose stets 105,5% Maltose 
ergeben. Wir erhielten am SchluB der Verzuckerung im Durchschnitt 
95% Maltose; dieser Umstand deutet darauf hin, daB das angewandte 
Produkt nicht reine Amylose war, es enthielt etwa nur 90% Amylose. 
Somit kann nach obiger Arbeitsweise die Hauptmenge des Amylopektins 
entfernt werden. Obige Ergebnisse zeigen auch, dai die Amylose quantitativ 
unter Einwirkung von Gerstenauszug, also a-Diastase, in Maltose gespalten 
wird. 

1 Untersuchungen iiber Diastase I, diese Zeitschr. 158, 87, 1925. 

2 Willstdtter und Schudel, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 51, 780, 1915. 
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b) Verhalten der Amyloselésung gegeniiber #-Diastase. 


Um f-diastatische Hydrolysen durchzufithren, wurde festes £-Diastase- 
praparat angewandt. Malzauszug wurde nimlich wahrend 1 Stunde bei 
68°C erwaérmt und nachher wurde die in Lésung bleibende #-Diastase 
nach der Lintnerschen Methode abgeschieden. 0,005 g dieses Praparats 
wurden mit 100cem H,O 1 Stunde lang verriihrt und filtriert. Seine 
diastatische Kraft war 15 Einheiten oder 1 g entsprachen 3000,00 diasta- 
tische Einheiten. Mit so zubereiteter Enzymlésung wurde die Amylose- 
lésung hydrolysiert. 

100 ccm zentrifugierter Lésung wurden mit 10cem wie oben zu- 
bereiteter $-Diastaselésung versetzt. In 25 ccm der hydrolysierten Lésung 
waren 0,0599 g Amylose vorhanden. Zur Jodverbrauchbestimmung wurden 
25cem angewandt. 


Verzuckerung von Amylose mit {-Diastase. 





Jodverbrauch } 
Probe- Hydrolyse- agrees Maltose | ° ’ 
tag daner nite Liome in fo | Bemerkungen 
1 6 Stunden 1,29 36,83 Ganzl. Fehlen 
2 12 és 1,43 40,82 der Jodfarbg. 
3 18 si 1,49 42.53 


Am Anfang der Hydrolyse war intensiv blaue Farbung mit Jodlésung 
vorhanden. Es mag hier noch hinzugefiigt werden, da8B dieselbe Amylose- 
lésung, mit a-Diastase hydrolysiert, nach 6 Stunden noch inténsive Blau- 
firbung mit Jod aufwies; ihr Reduktionsvermégen war 70% R-Maltose, 
nach weiterer Hydrolyse wurden sogar etwa 95% erreicht und erst dann 
verschwand die Blaufairbung mit Jod. 

Es ist daraus ersichtlich, wie bedeutend sich die hier verlaufenden 
Prozesse voneinander unterscheiden. -Diastase spaltet Amylose sehr 
rasch bis zur Grenze von etwa 35°% R-Maltose und vernichtet auch rasch 
das Farbungsvermégen; weitere Verzuckerung erfolgt sehr langsam, und 
man kann dies eigentlich geringen Beimengungen von a-Diastase zu- 
schreiben, die gewéhniich in f-Diastasepriparaten vorhanden ist. Aus 
Amyloselésungen, die vorher mit /-Diastase wie gewodhnlich verzuckert 
worden waren, fallte Alkohol ein Dextrin mit 90° Ausbeute, dessen 
Reduktionsvermégen 31,19°% R-Maltose betrug; es war cies somit fast 
quantitative Ausbeute an sogenanntem Grenzdextrin II Syniewskis, das 
weiter a-diastatisch hydrolysiert, 93,5°% R-Maltose ergab. 500ccm der 
zentrifugierten Amyloselésung mit 0,2301 g Trockensubstanz in 100 ccm 
wurden nun mit 250ccm £-Diastaselésung versetzt; die Konzentration 
dieser Enzymlésung war die gleiche wie vordem. Die Verzuckerung wurde 
bei Zimmertemperatur vorgenommen und bis zur vollkommenen Farb- 
losigkeit mit Jodlésung gefiihrt (etwa 5 Stunden). Das Reduktionsvermégen 
am Ende der Verzuckerung war 35,15% R-Maltose. Die so hydrolysierte 
Lésung wurde nun, nach vorherigem Vernichten der Diastase durch Er- 
hitzen, im Vakuum bis zu 200 cem eingeengt und darauf mit Ather-Alkohol- 
gemisch ausgefillt. Das gefallte Produkt wurde im Vakuum tiber H,SO, 
getrocknet. Ausbeute: 11,2 g Substanz mit hygroskopischer Feuchtigkeit ; 
diese wurde mit 10,52% ermittelt, so daB als Trockensubstanz 10,03 g 
erhalten waren; dies bedeutet, auf angewandte Amylose bezogen, 87,44% 
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Ausbeute. Das Reduktionsvermégen dieser Substanz mit Hypojoiiit- 
methode bestimmt, ergab folgende Ergebnisse: 0,2017g¢ Substanz ver. 
brauchten 3,68ccm n/10 Jodlésung bzw. 0,062928g¢ Maltose = 31,19 
R-Maltose. 


EinfluB des Alkohols sowie der Trocknung auf Amylose. 


Wie wir schon erérterten, ergibt die Alkoholfallung aus zentrifugierte; 
Amyloselésung nebst darauffolgender Trocknung ein Produkt von be. 
sonders interessanten Ejigenschaften. Dies lést sich namlich gar nicht 
in Wasser unter normalen Zustaénden, sogar nicht beim Kochen, erst héhere 
Temperaturen vermégen es langsam in Lésung zu bringen, wobei die so 
erhaltene Lésung sehr starke Reversionstendenz aufweist. Nach 1 bis 
2 Stunden nach der Abkiithlung der Lésung auf Zimmertemperatur erfolgt 
sehr rasche Reversion, das daraus resultierende Produkt kann nur unvol!- 
kommen in kochendem Wasser wieder gelést werden. Um es dennoch zu 
lésen, muB wieder Erhitzen im Autoklaven angewandt werden. So wurde 
z.B. 1g Amylose in 100cem H,O durch 9 Stunden bei 135°C erhitzt. 
Nach 2 Stunden nach der Abkiihlung auf Zimmertemperatur begann dic 
Reversion, sichtbar an starker Triibung der vordem klaren Lésung. Dieser 
ProzeB schritt sehr rasch vor, so daB nach 10 Stunden schon ein Bodensatz 
in Form von stark gequollener Substanz entstand. Es ist aber bekannt, 
daB Starke unter obigen Versuchsumstanden, wie Lésen im Autoklaven, 
bei Zimmertemperatur mehrere Tage ohne sichtbare Reversionsanzeichen 
verbleiben kann (natiirlich unter sterilen Bedingungen). Es war nun zuerst 
denkbar, daB die Starke eine Substanz, etwa ein Schutzkolloid, in sich 
birgt, die die Reversion behindern kann. Diese Auswirkungen kénnte 
nur das Amylopektin tibernehmen. Aber dieser Vermutung entsprach 
nicht die Tatsache, dab bloB zentrifugierte Amyloselésung, ohne jegliche 
Alkoholfallung, nicht so leicht der Reversion anheimfiel ; oft war die Lésung 
noch nach 2 Tagen véllig klar (man konnte diese Lésung im Vakuum ohne 
jegliche Reversionsanzeichen einengen). Deshalb wurden folgende Probe- 
ansitze angestellt: 

I. 1,0g Amylose + 100ccm H,O 

II. 0,9¢ i + 0,3 g nichtreduz. Grenzdextrin I + 100 cem H,O 
III. 0,9 ¢ “ + 0,lg a mae +100 ,, H,O 
IV. 0,5¢ je + 0,5 g Starke +100 ,. H,O 

Diese Proben wurden 9 Stunden lang bei 135° C erhitzt. 

Der Zusatz von nichtreduzierendem Grenzdextrin I sollte hier das 
Amylopektin, als ihm sehr ahnelnde Substanz, ersetzen. Starke sollte 
sicher das oben schon erwahnte Schutzkolloid liefern, sobald dieses iiber- 
haupt vorhanden wire. Es zeigte sich aber, da8 in allen diesen Proben die 
Reversion auftrat, wie in reiner Amyloselésung. 

Es war daraus ersichtlich, daB die Alkoholfallung beim Zubereiten 
von Amylose gewisse nichtumkehrbare Veranderangen in der Straktw 
der Amylose hervorgerufen hat. Um diesen Umstand naher zu priifen, 
wurde noch folgender Probeansatz aufgestellt. Eine 5%ige Amylodextrin- 
lésung (durch neunstiindiges Erhitzen von Starkekleister bei 135° C her- 
gestellt) wurde auf 2°% verdiinnt und mit Alkohol versetzt. Nach Trocknung 
des gefallten Produktes wurde es wieder im Autoklaven gelést (9 Stunden 
bei 135°C), und dies in zwei Proben: 1. 1,0g Substanz + 100cem H,0 
und 2. 2,0g Substanz + 100cem H,O. Dies Praparat léste sich vdllig 
klar und zeigte nach langer Zeitdauer (3 Tagen) keine Reversionsanzeiche , 
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Chemie der Starke. 


Dieses Produkt léste sich auch leicht in heiBem Wasser. Dies bewies mit- 
unter, daB durch Einwirkung erhéhter Temperaturen (9 Stunden bei 
135° C) in der Starke Veranderungen eintreten, die auf weitgehende Spaltung 
ihrer Molekiile schlieBen lassen; die einzelnen Starkekomponenten gingen 
vollig in Lésung iiber und Alkohol zeigte keine sonderbare Beeinflussung 
jedenfalls war diese ungreifbar gering. Um also die bekannte Erscheinung, 
hervorzurufen, daB eine der Staérkekomponenten ungelést zuriickbliebe, 
muBte Alkohol auf derart vorbereitete Amylose einwirken, wie wir sie im 
nur kurze Zeit erhitzten Kleister vorhanden haben. 

Es ist hier noch zu bemerken, daf Trockenpraparate von Amylose 
bei niedrigerer Temperatur als 135° C, also etwa 115° C, nur sehr langsam 
in Lésung itibergehen, wahrend doch Starke schon nach 15 Minuten bei 
1°4iger Konzentration ganz leicht und véllig in Lésung tritt. 

Auf diese Grundlagen uns stiitzend, beschlossen wir, das Problem 
der Fraktionierung der Starke eingehender Priifung zu unterziehen. 


Fraktionieren von Starke. 


Im Autoklaven geléste Starke gibt bei a-diastatischer Hydrolyse 
etwa 66% Maltose. Aber auch ihre Teillésungen ergeben aus jeder Fraktion 
obigen Wert an Maltose. 

15g Starke + 75cem H,O wurden in Bechern im Autoklaven bei 
115°C waihrend 2 Minuten gelést (die Gesamterhitzungsdauer von 100° C 
an bis zur Abkiihlung wieder auf 100° C betrug 8 Minuten). Darauf wurde 
der Becherinhalt in Reagenzgliser getan und diese auf der Zentrifuge 
geschleudert. In 100ccem_ klargeschleuderter Lésung waren 0,7990¢ 
Trockensubstanz gefunden worden bzw. 40% der angewandten Starke 
blieben gelést. Obige Lésung wurde darauf a-diastatischer’ Hydrolyse 
unterzogen. 

100cem  Starkelésung + 2cem  Gerstenauszug, Hydrolysedauer 
21 Stunden. 50ccm dieser Lésung verbrauchten 15,26cem n/10 Jod- 
léisung oder = 66,63°% Maltose. 

Bei diesem teilweisen Lésen der Starke bleibt das Verhaltnis von 
Amylose zu Amylopektin unverandert. 

Es wurde nun ein Ansatz unter Anwendung von f-Diastase angestellt : 
in 250cem Wasser von 45°C wurden 0,0025g f-Diastasepraparat ge- 
schiittet (dasselbe, wie oben schon erwahnt). Nach halbstiindigem Schiitteln 
zwecks Digestion wurden dazu 6,2g Starke hinzugesetzt, dann kam die 
Lésung in ein Wasserbad von 70°C; sobald 64,5°C erreicht waren (in 
5 Minuten), wurde noch weiter wahrend 2 Minuten gehalten (die Tem- 
peratur stieg inzwischen auf 66°C), dann rasch abgekiihlt und der ganze 
Inhalt des Kolbens in 1,5 Liter 96 %igen Alkohols eingetropft. Es schieden 
sich sogleich kleine Mengen eines weiBen Pulvers ab, das in Alkohol ganz 
sichtlich unléslich war; nach fiinfstiindiger Alkoholeinwirkung wurde die 
iiber dem Bodensatz klare Lésung abgezogen, der Riickstand wieder mit 
einem halben Liter starken Alkohols geschiittelt. Nach Filtration wurde 
Vakuumtrocknen im Exsikkator angewandt, wo nach 20 Stunden das 
Produkt vollkommen austrocknete. Dann wurde die Substanz noch durch 
Liiftung wahrend 24 Stunden von letzten Alkoholspuren befreit. 

Darauf wurden mit diesem Produkt folgende Proben angesetzt : 

I. 0,9g Trockenprodukt + 100cem H,O wiahrend 5’ bei 114°C geldst 
IT. 0,9 g » +100 ,  H,O a _ a6 5 
Ill. 0,9 g +100 ,, H,O ‘i wow . IFC , 


15 * 
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In Probe I und II verblieb viel ungeléstes Produkt. In Probe III war 
dagegen fast alles gelést. 

Nach Filtration wurden die Lésungen der a-diastatischen Hydrol yse 
unterzogen : 

la. 10 ccm von Probe I (0,0186 g Trockensubstanz) + leem Gersten- 
auszug verbrauchten nach I6stiindiger Verzuckerung 0,50 cem n/10 Jod- 
lésung (nach Beriicksichtigung der Blindprobe) oder 45,97°% R-Maltose. 

2. 15 cem von Probe II (0,0264 g Treokensubstanz) + 1,5 cem Gersten- 
auszug verbrauchten nach l6stiindiger Verzuckerung 1,44cem n/10 Jod- 
lésung oder 62,18% R-Maltose. 

3. 10 cem von Probe III (0,0891 g Trockensubstanz) + 1 cem Gersten- 
auszug verbrauchten nach l6stiindiger Verzuckerung 3,55 ccm n/10 Jod- 
lésung oder 68,13°% R-Maltose. 

In Probe I waren 20,7% Ausgangsprodukt gelést (unter Volumen- 
vernachlassigung des Riickstandes). 

In Probe II waren 29,4°% Ausgangsprodukt gelést (unter Volumen- 
vernachliassigung des Riickstandes). 

In Probe III waren 99,0% Ausgangsprodukt gelést (unter Volumen- 
vernachlassigung des Rickstandes). 

Ein Teil des Riickstandes aus Probe I wurde weiter durch zweistiindiges 
Erhitzen bei 135°C gelést und a-diastatisch hydrolysiert: 

lb. 10cem davon (0,0296g Trockensubstanz) + lecem Gersten- 
auszug verbrauchten nach l6stimdiger Verzuckerung 1,33 ccm n/10 Jod- 
lésung, oder es entstanden 76,83°% R-Maltose. 


Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB es nach dieser Methode 
gelingt, eine Fraktionierung von Starke durchzufiihren, nimlich Teil- 
fraktionen zu erhalten mit verschiedenem Gehalt an derjenigen 
spezifischen Komponente, der nach a-diastatischer Hydrolyse als End- 
produkt Maltose ergibt. Leider gelang es bis jetzt noch nicht, das 
Fraktionieren so zu leiten, um chemisch reines Amylopektin zu erhalten; 
es besteht aber die Méglichkeit, daB in weiteren Versuchen bei geeigneter 
Auswahl] optimaler Umstinde ein genaueres Fraktionieren der Starke 
in ihre Komponenten gelingen wird. Probe III zeigt des weiteren un- 
triiglich, daB die durch Alkohol ausgefallte Substanz nicht variierende 
Kigenschaften der a-Diastase gegeniiber zum Vorschein bringt, denn 
fast ginzlich gelést, gibt sie dasselbe Ergebnis an Maltose, wie das auf 
gewohnliche Weise hergestellte Amylodextrin. 

Wiirden wir nun aus Versuch la und 1b berechnen, wieviel Maltose 
aus dem ganzlich gelésten Starkekomplex resultieren miiBte, so kamen 
wir zu dem Ergebnis: 


20,7. 45,97 | 79,3. 76,83 _ fs 
100 eee ee 


also innerhalb der Versuchsfehler dasselbe Resultat, wie es die Starke 
gewohnlich liefert. 
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Uber die Glucosefixation durch Blutkérperchen. 


* 
Bemerkungen zur gleichnamigen Arbeit von Hégler, Thomann und Uberrack '. 


Von 


Hi. Hiiusler und 0. Loewi. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 1. August 1929.) 


Die Autoren haben mittels der von uns angegebenen Methode in ihren 
mit Insulinzusatz durchgefiihrten Versuchen véllig wechselnde Ergebnisse 
erhalten. Der Ursache dieser UnregelmaBigkeit auf den Grund zu kommen, 
stellten sie, von der Voraussetzung ausgehend, es kénne die Methode daran 
schuld sein, zahlreiche Versuche an, die unter ar.jerem dartun, daB bei 
Verwendung gleicher Mengen von Blutkérperchenbrei das, endgiiltige 
Blutkérperchenvolumen — beurteilt nach der Hiamatokritablesung 
im Plasma einerseits, in glucosehaltiger NaCl-Lésung andererseits oft 
ungleich ist. Dieser Befund ist bei Verwendung von Menschenblutkérper- 
chen schon mit Riicksicht auf die bekannte Tatsache der Glucoseverteilung 
auf Kérperchen und Plasma selbstversténdlich. Auf Grund dieses Befundes 
schreiben die Autoren in der Zusammenfassung auf 8S. 28, daB es sehr 
wahrscheinlich ist, daB dem Quellungsfaktor bei der Loewischen Methode 
eine Bedeutung zukomme. Dieser Satz muf den Eindruck erwecken, als 
hatten wir in unseren Versuchen eine grundlegende Fehlerquelle, namlich 
die in der Verschiedenheit des Quellungszustandes der Blutkérperchen 
gelegene, iibersehen. Nun haben wir aber in unseren siémtlichen Insulin- 
versuchen untereinander ,,quellungsgleiche*‘ Fliissigkeiten auf die Blut- 
kérperchen einwirken lassen, was ja auch eindeutig aus den immer iden- 
tischen Himatokritwerten der Vergleichsproben hervorgeht. Der Einwand 
der Autoren trifft also unsere Versuche iiberhaupt nicht. Zudem geben 
sie selbst zu, daB die Beriicksichtigung des Quellungsfaktors allein die 
in ihren eigenen Insulin- und Dialyseversuchen vorkommenden Unstimmig- 
keiten nicht erklirt. Die Autoren erheben aber noch einen weiteren Ein- 
wand gegen unsere Versuche: Sie behaupten namlich und versuchen an 
einem Beispiel darzutun, daB die Genauigkeit unserer Methode nicht aus- 
reiche, um aus den erhaltenen Ausschligen zu bindenden Schliissen zu 
kommen, mit anderen Worten, sie behaupten, unsere Ergebnisse lagen 
innerhalb der Fehlerbreite des von uns angegebenen Verfahrens. Als Fehler- 


1 Diese Zeitschr. 209, 1, 1929. 
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quellen geben sie die beim Verfahren notwendigen Abmessungsmanipu!a- 


tionen an. Nun mii8ten sich aber Ungenauigkeiten bei den drei ersten 
der von den Autoren erwaihnten vier Abmessungen in den Hamatokrit 
ablesungen auswirken. Diese waren aber bei uns in den Vergleichsproben 
immer identisch. Damit ist bewiesen, daB bei unserer Arbeitsweise Ab- 
messungsfehler, von deren Vermeidbarkeit, der notwendigen Voraus 


setzung fiir alles quantitative Arbeiten, wir uns vor Benutzang der Methoce 


selbstverstandlich in zahlreichen Vorversuchen iiberzeugt hatten, nicht 
vorkamen. Danach waren wir berechtigt, auch kleine, absolute Differeazen 
in unsere SchluGfolgerungen mit einzubeziehen, zumal diese kleinen Aus. 
schlage durchweg den groBen gleichgerichtet waren. 

Dje Einwande der Autoren sind demnach gegenstandslos und somit in 
keiner Weise dazu angetan, etwa den Widerspruch, der zwischen unseren 
friiheren positiven und unseren spateren negativen Ergebnissen liegt, 
zu lésen. 


1 Die Autoren beanstanden, daB unsere Berechnungsmethode dic 
Ausschlige in enormer Weise vergréBert erscheinen laBt. Abgesehen davon, 
daB wir die beanstandete Berechnung in unseren Grundversuchen (II. Mit- 
teilung) itiberhaupt nicht durchfiihrten, haben wir in den spateren Ver- 
suchen fast ausnahmslos die absoluten Werte in Milligramm angegeben, 
und die beanstandete prozentuelle Umrechnung bedeutet, wie fiir jedermann 
ohne weiteres ersichtlich, nichts anderes, als eine Reduktion aus diesen 
absoluten Werten. 
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Uber die Lipoidschicht der Chromocyten beim Schaf. 


Von 
F. Grendel. 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik, Leiden.) 


(Eingegangen am 1, August 1929.) 


Vor einigen Jahren schon konnten wir auf Grund unserer Unter- 
suchungen darauf hinweisen?, daB die Lipoide der Chromocyten, wenn 
sie in einer monomolekularen Schicht ausgebreitet sind, eine Oberfliache 
einnehmen, die etwa das Doppelte der gesamten Oberflache der Chromo- 
cyten, woraus sie extrahiert sind, betragt. Da das Innere der Chromo- 
cyten kein Lipoid enthalt, ist die einfachste Erklarung hierfiir die, 
daB die Chromocyten von einer bimolekularen Grenzschicht von 
Lipoiden umgeben sind. Auch wurde schon berichtet?, daB nach 
Literaturangabe und eigenen vorlaufigen Untersuchungen die vermut- 
liche Zusammensetzung dieser Lipoide folgende ist: 

Cholesterin 40 °,,, Cephalin und Lecithin 50°, Sphingomyelin 10 °%,. 
Diese Zusammensetzung wurde einer eingehenden Untersuchung unter- 
zogen, die sich zunachst jedoch nur auf die Chromocyten des Schafes 
erstreckte. 

Die Versuchsanordnung war folgende: 

Das aus der Vene entnommene Blut wurde mit pulverisiertem 
Kaliumoxalat versetzt, mehrmals geschiittelt und zentrifugiert. Nach 
Abhebung des Plasmas wurden die Erythrocyten dreimal griindlich 
mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und gleichzeitig soweit 
méglich von den Leucocyten befreit; dieses gelingt leicht bei gentigend 
groBer Tourenzah] der Zentrifuge. 

Die Chromocyten wurden dann in eine Alkohol-Athermischung 
im Verhaltnis 3:1 itiberfiihrt; fiir die in je 100 ccm Blut enthaltenen 
Erythrocyten wurden etwa 250 ccm dieser Mischung verwendet. Mit 


1 Gorter und Grendel, Journ. of exper. med. 41, 439, 1925. 
2 Dieselben, Proc. Kon. Acad. v. W. A’dam 29, 318, 1926; F. Grendel, 
Dissertation Utrecht 1927. 
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dieser Extraktionsmischung werden die Chromocyten dann erhitzt })is 
der Ather eben zu kochen anfaingt. Um beim Erhitzen ein Uberspritzen 
zu verhindern, ist konstantes Riihren ein absolutes Erfordernis. Man 
14Bt nun absetzen und filtriert die iiberstehende Flissigkeit ab. Dieses 
Dekantierungsverfahren der roten Blutkérperchen wird dann noch 
zweimal in gleicher Weise vorgenommen. Die Filtrate werden quantitatiy 
gesammelt, Alkohol und Ather abdestilliert und das Residuum zum 
Trocknen eingedampft und in Petrolither aufgenommen. Die mit- 
extrahierten Nicht-Lipoide bleiben hierbei zuriick. 

Mit der auf diese Weise erhaltenen Lésung in Petrolither wurden 
dann die verschiedenen Versuche vorgenommen. Es wurden bestimmt: 

1. der Cholesteringehalt, 

2. die GréBe der Ausbreitung in monomolekularer Schicht, 
3. der Phosphorgehalt und 

4. der Cephalingehalt. 

Die Bestimmungen wurden in folgender Weise ausgefiihrt : 

Zu 1. Die Cholesterinbestimmung erfolgte nach dem von Bloor! 
angegebenen Verfahren. Als Resultat wurde der mittlere Wert von 
drei Einzelbestimmungen genommen. Man hat bei dieser Bestimmung 
mit einem Fehler bis 5°, zu rechnen. 

Zu 2. Die GréBe der Ausbreitung, d. h. die Anzahl Quadratmeter, 
welche die Lipoide, wenn sie sich auf Wasser in einer monomolekularen 
Schicht befinden, einnehmen, wird in der tiblichen Weise? bestimmt. 
Selbstverstindlich ist bei dieser Bestimmung jede Verunreinigung, 
besonders durch Fett, zu vermeiden. Samtliche zu verwendende Glas- 
teile, sowie die Extraktionsmittel miissen unbedingt fettfrei sein. Vor 
jeder Bestimmung hat man sich hiervon durch Blankoproben zu iiber- 
zeugen. Die GréBe der Ausbreitung wurde auf destilliertem Wasser 
bei Zimmertemperatur ermittelt. 

Zu 3. Zur P-Bestimmung wurden 3ccm der Petrolatherlésung 
mit 2 cem eines Gemisches von gleichen Teilen konzentrierter Schwefel- 
siure und Salpetersaiure in bekannter Weise verascht. Die Veraschungs- 
fliissigkeit wurde mit Ammoniak neutralisiert, mit einigen Tropfen 
Salpetersiure schwach angesaiuert und auf 25 bis 50 ccm angefiillt; 
hiervon wurde der P-Gehalt nach der von Tisdall* angegebenen Methode 
bestimmt. Die zur Bestimmung erforderliche Menge schwankt je nach 
der Konzentration der Phosphorsiure zwischen 1 und 5cem. Man 
wahlit die Menge zweckmaBig so, daB etwa 0,5 mg Phosphor darin 
enthalten sind, und fillt, wenn nétig, bis 5ccm auf; dann fiigt man 2 ccm 


1 Bloor, Journ. of biol. Chein. 17, 377, 1914. 
2 Gorter und Grendel, diese Zeitschr. 192, 431, 1929. 
3 Tisdall, Journ. of biol. Chem. 50, 329, 1922. 
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yom Strychnin-Molybdanreagens hinzu und verfahrt weiter genau 
nach der von Tisdall angegebenen Methode. 


Zu 4. Fir die Cephalinbestimmung wurden in der Regel zweimal 
100 cem von obiger Petrolitherlésung verwendet. Das Lésungsmittel 
wurde abgedampft und der Riickstand in etwa 10 ccm Ather auf- 
genommen. ‘Tritt, was nur selten vorkommt, Triibung auf, so wird 
filtriert. Diese Lésung wird dann quantitativ unter starkem Riihren 
zu etwa 250 ccm Aceton gegeben. Das ausgefallene Cephalin wird nach 
mehrstiindigem Absetzenlassen auf einem geharteten Filter gesammelt, 
wahrend auch das Filtrat quantitativ aufgehoben wird. In dem einen 
Versuch wird das Cephalin mit 10 ccm, in dem anderen mit 25 ccm 
96 °,igem Alkohol gewaschen; auch diese alkoholischen Waschfliissig- 
keiten werden quantitativ und getrennt gesammelt. Das gewaschene 
Cephalin wird schlieBlich in Ather aufgenommen, in einen Me8kolben 
von 10 ccm tibergefiihrt und bis zum Teilstrich aufgefiillt. 


Mit den verschiedenen Waschfliissigkeiten wurde folgendermaBen 
verfahren: Sowohl die acetonhaltigen, wie die alkoholischen Fliissig- 
keiten wurden bis zum Trocknen eingedampft und in der Regel in 10 cem 
Ather aufgenommen. Als Ergebnis erhilt man also fiinf Lésungen: 


{ 


Fraktion I Acetonfraktion, 
Fraktion I 

eee ws Cephalinfraktionen, 
Fraktion III } 


Fraktion Ie} Alkoholfraktionen. 


Von diesen fiinf Lésungen wurden stets P-Gehalt, Ausbreitung 
und Cholesteringehalt nach oben angegebenen Methoden bestimmt. 


Dem Anschein nach sind diese Fraktionen ziemlich einfach her- 
zustellen. in der Ausfiihrung aber sté8t man beim letzten Teil der 
Zubereitung auf Schwierigkeiten. Bei dem Auflésen in Ather kommt 
es namlich oft vor, daB das Lipoid sich nur zum Teil lést; oder aber 
die anfangs klare Lésung triibt sich nach einiger Zeit. Dieses ereignet 
sich sowohl bei den Fraktionen II und Ila, wie bei den Fraktionen IIT 
und IIIa. Obwohl das Gemenge der extrahierten Phosphatide in Ather 
leicht léslich ist, andert sich die Léslichkeit bekanntlich bei der Trennung. 
Hierauf haben verschiedene Faktoren Einflu8, vor allem die Zeit, und 
zwar in dem Sinne, daB, je langer man wartet, um so schwieriger das Lipoid 
sich lést; man bekommt in diesem Falle eine geringere Menge in Lésung, 
doch eine nachherige Triibung bleibt aus. 

Bei dieser Untersuchung sei darauf hingewiesen, daB nur das 
geléste Lipoid sich ausbreitet, folglich die Anzahl Quadratmeter der 
Ausbreitung nicht dem Gesamt-P-Gehalt der Fliissigkeit entspricht, 
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sondern nur dem der klaren Lésung. Deswegen wurde meistens auch 
der P-Gehalt der klaren Fliissigkeit bestimmt. 

Die Messung der Ausbreitung ist fiir diese Untersuchung eine 
wertvolle Unterstiitzung. Die Fahigkeit, sich auszubreiten, kommt 
im allgemeinen den héheren Fettsiuren, den Fetten, Phosphatiden 
und den meisten EiweiBkérpern zu. Letztere kénnen hinsichtlich diese: 
Untersuchung auBer Betracht bleiben. Cephalin und Lecithin haben 
eine gleich groBe Ausbreitungszahl, d.h. die Anzahl Quadratmeter, 
die von 1 mg dieser Stoffe unter bestimmten Bedingungen eingenommen 
wird, wie in diesem Falle eine Ausbreitung auf destilliertem Wasser 
bei Zimmertemperatur, ist dieselbe und betragt 0,86. Die Ausbreitungs- 
zahl unter eben diesen Bedingungen fiir Cholesterin und Sphingomyelin 
ist 0,6 bzw. 0,35 (Tabelle I). Ist die Ausbreitung, Cholesterin und 
P-Gehalt einer Lésung bekannt, so hat man in diesen Angaben eine 
direkte Kontrolle dafiir, ob der P-Gehalt ein MaB fiir den Cephalin- 
gehalt darstellt. Man hat dann nur den Cholesteringehalt in Quadrat- 
meter umzurechnen und den gefundenen Wert von dem der Ausbreitung 
abzuziehen. Ist die Zahl an Quadratmetern, die tibrigbleibt, gleich 
oder nahezu gleich derjenigen, die sich aus dem P-Gehalt berechnen 
14aBt, so gibt wirklich der P-Gehalt ein Bild der anwesenden Cephalin- 
oder Lecithinmenge. Ist der Restwert héher oder niedriger, so mul 
entweder ein anderer sich ausbreitender Stoff mit geringerem oder 
keinem P-Gehalt vorhanden sein, oder der P-Gehalt riihrt zum Teil 
von Phosphor her, der nicht aus Lipoiden stammt. 





Tabelle I. 
; oat gees A dc mapas geo 
Ausgebreiteter Stoff rg pro Molekil Se “ausbreitung 
} von 1 qm 
A? } poo A 
i eee '  etwa 800 115 0,86 1,2 
Cephalin. .... » 800 116 0,87 1,15 
Sphingomyelin . . » 190 46 0,35 2,9 
Cholesterin . . . . 386 38,5 0,6 1,7 
Tripalmitin. . . . 807 51 0,38 2.6 
SEE kk ws 2 884 132 0,92 1,1 


Was das Ergebnis dieser Versuche betrifft, sei zunachst erwahnt, 
daB8 die im Petrolitherextrakt anwesende Cholesterinmenge der ge- 
waschenen Blutkérperchen immer gleich der von FraktionI war. Die 
anderen Fraktionen enthalten kein, oder héchstens Spuren von 
Cholesterin. 

Das Cholesterin bleibt also bei der Cephalinfallung mit Aceton 
in Lésung. In Tabelle II ist somit auch nur einmal die Cholesterin- 





Sehi 


mer 
auf 
dies 
aus 
bis | 


ein 


exti 
Blu 





Lipoidschicht der Chromocyten beim Schaf. 


Tabelle II. 





Gesamtheit 
der fetthaltigen Stoffe 
Schaf - gh reg oF PREM See Ee “Ae! ie ae agg 
ss: Ausbreitung P-Gehalt Quantum Ausbreitung  Ausbreitung P-Gehalt 
qm mg mg qm qm ing 


Cholesterine Acetonfraktion 





120 6,3 41 50 
109 5,8 47 46 
120 6,4 48 48 
114 : 41 46 
130 ;, 42 70 
130 42 l 66 

78 c 26 38 
110 36 42 





Cephaline Alkoholfraktion , 








in 10cem Alkohol in 25cem Alkohol 10 cem Alkohol 25 eem Alkohol 
gewaschen gewaschen 





Aus- i p Aus- J . 
breitung | P-Gebalt | preitung | P-Gehalt 


qm mg qm mg qm mg qm mg 


Aus- | p.Gehalt | 


me . 
preitung P-Gehalt 


Aus- 
breitung 


65 60 -- 
44 2,1 44 2,1 


46,5 — 44 _ 
46 2,4 42 


60 ee 
42 2,0-2,1 
46 oa 
42 2,2 


© 


16 


7,4 
31 


— DO 
“102 mc or 


or 


15 
14 


42 
29 


ws 


Anstatt in Alkohol | 
in 
Aceton gewaschen 


36 
30-32 | 16 
60 


50 2,7 


menge angefiihrt. (Samtliche Angaben in dieser Tabelle beziehen sich 
auf die in 100 ccm Blut enthaltenen Chromocyten.) Rechnet man nun 
diese Menge in Quadratmeter um, so erweist sich der Cholesteringehalt 
aus den Erythrocyten des Schafes als ziemlich konstant, namlich 30 
bis 40% der totalen Lipoidmenge. Dieses Ergebnis stimmt auch tiber- 
ein mit dem Befund unserer friiheren, vorlaufigen Untersuchungen. 

Zweitens hat sich ergeben, daB der P-Gehalt des Petrolather- 
extrakts, wieder bezogen auf 100ccm in Bearbeitung genommenen 
Blutes, zwischen 5 bis 8mg schwankt. Berechnet man wieder die 





236 F. Grendel : 


entsprechende Anzahl Quadratmeter fiir Cephalin bzw. Lecithin, so 
erhalt man bei einer Ausbreitungszah] von 0,86 123 bis 170 qm. Dieser 
Wert ist weitaus héher als die Gesamtausbreitung der Lipoide, in 
welcher auBerdem noch die Ausbreitung des Cholesterins enthalten 
ist. Der P-Gehalt dieses Extraktes gibt also keinen Aufschlu8 iiber 
die anwesende Lipoidmenge. Ein gewisser Teil des ermittelten Phosphors 
muB von anderen phosphorhaltigen, sich nicht ausbreitenden Ver- 
bindungen herstammen. 


Hervorzuheben ist noch, daB8 die Ausbreitung des Petrolather- 
extraktes, welche zwischen 78 bis 130 qm schwankte, durchaus ab- 
hangig ist von Zah] und GréBe der Chromocyten, wie auch schon friiher 
mitgeteilt wurde. 


Was nun die Fraktion I betrifft, so zeigte diese in zwei Versuchen, 
ausschlieBlich Cholesterin zu enthalten; die in Quadratmeter um. 
gerechnete Cholesterinmenge stimmte jedesmal nahezu mit der ge- 
fundenen Ausbreitung tiberein. Der P-Gehalt war zu vernachlassigen 
oder betrug nur 0.2mg. In den iibrigen Fallen dagegen war der P- 
Gehalt bedeutend erhéht. Immer aber stimmte die Differenz zwischen 
der aus der Cholesterinmenge umgerechneten Zahl an Quadratmetern 
und der ermittelten Ausbreitung der Fraktion mit der Anzah] Quadrat- 
meter tiberein, die sich aus der P-Menge mit der Aubreitungszahl 0,86 
berechnen lieB. Hieraus folgt: Zeigt sich noch Phosphor in der Aceton- 
fraktion, so ist dieser auf Anwesenheit einer bestimmten Lecithin- 
bzw. Cephalinmenge zuriickzufiihren. 


Von den Cephalinfraktionen folgendes: Beim Lésen in Ather 
bleibt immer ein gewisser Riickstand, von dem man abfiltriert. Die 
erhaltene Lésung in der Regel nicht vollkommen klar, sondern schwach 
opaleszierend; nach einiger Zeit bildet sich ein weiBer Niederschlag. 
Von der iiber dem Niederschlag stehenden Lésung wurden sowohl 
Ausbreitung wie P-Gehalt bestimmt. In den Fallen, in welchen die 
Triibung nicht so schnell auftrat, wurde auch von der noch klaren 
Lésung die Ausbreitung ermittelt. Wenn in Tabelle IT bei ein und dem- 
selben Versuch zwei Werte angefiihrt sind, hat der erste Bezug auf 
die noch klare, der zweite auf die itiber dem Niederschlag befindliche 
Lésung. Aus den angegebenen Zahlen 1éBt sich leicht berechnen, dal 
die P-Menge, angenommen, daB sie von Cephalin herstammt, annahernd 
dem Werte der gemessenen Ausbreitung entspricht. Durchschnittlich 
ist dieser Wert jedoch ein wenig héher, als nach der Ausbreitung zu 
erwarten war, was wohl darauf beruht, daB neben dem Cephalin Spuren 
von Sphingomyelin vorhanden sind. Praktisch genommen, gibt es in 
dieser Fraktion allerdings nur Cephalin. Im iibrigen macht es wenig 
aus, ob man das ausgefallene Cephalin mit 10 oder 25 ccm Alkohol 
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wischt. Nur in einem Falle wurde eine bedeutende Lipoidmenge mit 
ausgewaschen, wofiir keine Erklirung zu finden war. 

Auch bei den Alkoholfraktionen trat die erwihnte Tatsache auf, 
daB die anfangs vollkommen klare Lésung beim Stehen eine feste 
Substanz ausscheidet. Man bestimmt, wenn méglich von der klaren, 
sowie von der tiber dem nach einigen Tagen sich bildenden Nieder- 
schlag stehenden Lésung P-Gehalt und Ausbreitung. Die erhaltenen 
Werte sind wieder in Tabelle II aufgenommen. Die iiber dem Nieder- 
schlag stehende Lésung hat, ebenso wie bei den Fraktionen I und II, 
einen P-Gehalt, der sehr gut der bei der Ausbreitung gefundenen An- 
zahl Quadratmeter entspricht. Wir diirfen also annehmen, daB auch 
dieser Phosphor von Cephalin oder Lecithin herriihrt. Mit dem P- 
Gehalt der anfangs klaren Lésung und deren Ausbreitung steht es 
jedoch anders. Hier zeigt sich, daB die gefundene Ausbreitung sowohl 
mehr als weniger sein kann, als sich aus dem P-Gehalt mit einer Aus- 
breitungszah] von 0,86 berechnen 148t. Im ersten Falle diirfte dieses 
auf Anwesenheit eines phosphorhaltigen Nicht-Lipoids zuriickzufiihren 
sein, im anderen Falle mu8 ein Kérper wie Sphingomyelin vorhanden 
sein. DaB es sich hier um solch ein Lipoid handelt, folgt aus den Zahlen 
fiir die anfangs klare und nachher getriibte Lésung; sowohl P-Gehalt 
wie Ausbreitung werden geringer, der Niederschlagskérper breitet 
sich also aus und enthalt Phosphor. Dieser mu8 dann schon, in An- 
betracht der eingehaltenen Bedingungen, Sphingomyelin sein; es lieBe 
sich einwandfrei feststellen, wenn man vom Niederschlagskérper das 
Verhaltnis P/N ermitteln wiirde. 

Die Genauigkeit der quantitativen Trennung lieB sich in den 
Fallen nachweisen, wo durch schnelles Arbeiten die Gesamtausbreitung 
von Alkohol- und Cephalinextrakt gemessen werden konnte; sie zeigte 
sich jedesmal annahernd als Summe der einzelnen Fraktionen. 

Betrachtet man das Phosphatid, welches sich den verschiedenen 
Fraktionen atherléslich zeigt, als Cephalin, so kann man leicht die 
Anzahl Quadratmeter der Gesamtausbreitung ermitteln, welche auf 
Rechnung dieses Lipoids kommt. Diese Werte sind neben denen des 
Cholesterins in Tabelle III angefiihrt. In der dritten Spalte ist die 
Differenz der Gesamtausbreitung und der Summe der Cephalin- und 
Cholesterinausbreitung angegeben. Es ist anzunehmen, da diese 
Differenz der Hauptsache nach durch Sphingomyelin bedingt ist. 

Die Lipoidhiille der Blutkérperchen vom Schaf hat also folgende 
Zusammensetzung: Cephalin + 50°, Cholesterin +- 36°, und Stoffe, 
die unter dem Namen Sphingomyelin zusammengefaBt sind, +- 13°. 
Sie ist zur einen Halfte aus festen, zur anderen aus wachsartiger Substanz 
aufgebaut. Dieses Ergebnis steht in gutem Einklang mit unseren friiheren 
vorlaufigen Untersuchungen. 











238 F. Grendel: 


Tabelle III. 





Rest 
Gesamt- (Sphingomy 


aus- ae 


Gesamt- Aus- 


Lecithine — Cephaline Cholesterine 





breitun -eton-| Cephalin- . 
& |Aceton-| Cephalin-| Alkohol total 


fraktion, fraktion | fraktion Fp menge §0/, | breitung 
ae} qm i qm é qm qm qm qm qm 
| | | | 
f 9 44 9 | 62 | 52 17 14 
eT wn ei) a te eles 8 OT eS 
x “ae 1 ie : 
1 46,5 5 | 52,5) 48 o | 25 | 8, 
b | 109 {) i | 74 | 624| 48) 4 | 43) o6 | 59 
; at? 46 12 | 58 | 48 Oo ae eee 
o |} 2 i] o | 2 | 18 |e jae) |] a7 ing 
| 5 42 7,5 | 54,5) 48 |! 18,5 14 
ad} {i 5 | oo | wa [so | so) 4 3) uw 1D 
{|| 28 42 | 2,5 | 72,5) 56 16 12 
e7 i we] @ | a je ios) © Pl wii 
f 78 12 | 30 | 42 | 54|) 26 | 83) 10 13 
g 110 6 50 | 56 | 5l 42 38 || 12 11 


Auch 148t sich die mittlere Dicke dieser Lipoidschicht berechnen 
aus der Molekiillange der einzelnen Lipoide im Verhiltnis zu ihre: 
prozentualen Zusammensetzung. Zur Ermittlung der Molekiillinge 
berechnet man aus Molekular- und spezifischem Gewicht mit Hilfe 
der Konstanten von Avogadro das Molekiilvolumen; dieses Volumen, 
dividiert durch die Oberflaiche des vertikal gerichteten Molekiils, wie 
in Tabelle I unter ,,Ausbreitung pro Molekiil‘‘ angefiihrt, ergibt dic 
Linge des Molekiils. So erhalt man fiir die Molekiillainge des Lecithins, 
Cholesterins und Sphingomyelins, angenommen das spezifische Gewicht 
sei 1, 11,6 bzw. 16,7 und 28,6A. Zu der oben angegebenen Zusammen- 
setzung der Lipoidhiille gehért folglich eine mittlere Dicke von 31 A 


Es sei erwahnt, daB Fricke! aus Kapazitaitsmessungen im Blute 
' fiir die Dicke dieser Lipoidschicht einen Wert von 33 A berechnet hat, 
allerdings in der etwas willkiirlichen Annahme, daB dieser Schicht die 
Dielektrizitaétskonstante 3 zukommt. Frickes Folgerung von der mono- 
molekularen Schicht dieser Hiille ist jedoch unrichtig. Keines der 
Lipoide, aus denen sie aufgebaut ist, besitzt eine solche Molekiillange; 
nur die Ester der héheren Fettsaiuren mit den héheren Alkoholen, wie 
z. B. Palmitinséurecetylester, kénnen einen so groBen Wert haben 
AuBerdem ist eine monomolekulare Schicht a priori nicht wahrscheinlich. 
da diese nach zwei Seiten hin mit einer Fliissigkeit in Beriihrung steht. 
nach innen mit einer Hamoglobinlésung, nach auBen mit dem Plasma 


1 Fricke, Journ. f. d. ges. Physiol. 9, 137, 1925/26. 
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Von einer monomolekularen Grenzschicht kann hier nur die Rede sein, 
wenn sie bimolekular ist und derartig aufgebaut, dai die elektrisch- 
polaren Gruppen der einen Molekiilreihe nach innen, die der anderen 
nach auBen gerichtet sind. 


Eine zweite Frage, die man sich stellen kann, ist: Uben bestimmte 
Stoffe EinfluB auf die GréBe dieser bimolekularen Schicht aus, und ist 
eine eventuelle GréBenanderung mit der Ausbreitungsmethode nach- 
zuweisen? Diesbeziigliche Untersuchungen sind vorgenommen und 
der Einflu8 von Ca-Ionen eingehend gepriift. Technisch wurde folgender- 
maBen verfahren: Der Alkohol-Atherextraxt der gewaschenen Blut- 
kérperchen wurde bis zum Trocknen eingedampft und der Riickstand 
in Petrolather aufgenommen. Von dieser Lésung wurde auf destilliertem 
Wasser und auf einer physiologisch-iquilibrierten Salzlisung mit 
suffizientem Puffersystem ausgebreitet. Zu dieser Salzlésung wurden 
wechselnde Mengen CaCl, hinzugefiigt, so daB der Ca-Gehalt auf je 
100 cem 5,5 bzw. 7,5 und 11 mg Ca betrug. Diese Salzlésungen wurden 
mit geringer Abanderung nach den Angaben von Hamburger hergestetlt. 
An Stammlésungen waren vorhanden: 


NaCl 5,5 %, 

NaHCO, 40%, 

KH,PO, 0,545 %, 
Na,HPO,, 2 H,O 3,63°%,, 
CaCl,, 6H,O 0.4%. 


Will man von den Versuchslésungen je 500 ccm zusammenstellen, 
so nehme man von diesen Stammlésungen fiir 





. , il 
Versuchslisung 


NaCl-Losung..... 61 60,5 
NaHCOs-Lésung .. . 30 30 
KH, PO,-Lisung .. . 5 5 5 
Nag H P 04,2 Hy O-Lésung 5 5 
CaCl,6H,O-Lésung. . 0 37,5 51,1 


Die vier Lésungen enthalten somit in je l00cem 64cem CQ,, 
7,5 mg P, 660 bis 680 mg NaCl und haben einen Ca-Gehalt von 0 bis 
Il mg. Die Gefrierpunktserniedrigung betrug 0,535 bis 0,54. Durch 
die Lésungen wurde so lange CO, hindurchgeleitet, bis eine H-lonen- 
konzentration von 0,45. 10-7 = py 7,34 erreicht war. Die Messungen 
wurden bei Zimmertemperatur vorgenommen, weil nachgewiesen wurde, 
daB durch Temperaturwechsel von 15 bis 37°C das Ergebnis nicht 
beeintrachtigt wurde. Das Resultat dieser Untersuchungen ist in 
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untenstehender Tabelle zusammengestellt; die angefiihrten Tabellen 
beziehen sich auf die Ausbreitung der aus den Chromocyten von 1 ccm 
Blut extrahierten Lipoide. 


Tabelle IV. 


Ausbreitung der Lipoide aus den Erythrocyten von 1 ccm Blut und ihr 
Verhalten bei Zusatz von Calcium. 





Aut | Auf Auf Auf } Auf 
‘ fle | Puffer- | Puffer-| Puffer- Puffer 
Auf — lésung lésung lisung lésung 
Tier destilliertem Wasser “shne” mit mit mit mit 


/ 3,75 mg-9/9 5 mg-°/9 7.5 mg-° 11 mg-‘ 
Ca-Zusatz on 0 en 0)" oo 'o co 


qm qm qm qm qm | qm 


Schef . .1 O61 ~ Hr 0,68 0,69 0,62—0,63 
: 2 | 0,66—0,68 (pa 5,8) 0,74 0,79 0,73 
; 8 || 0,74 (px 58) 087 0,91 0,91 | 0,79 
; 4) 0,84 0,92 0,91 090 | 083 
Ziege . .1 | 0,66—0,68 (px 5,8) 0,74 | 080 | 080 073 | 0,69 
: .2) 0,65 (pa 5,8) 0,76 0,76 0,67 
Kaniuchen 1) 995 (PETS) 0,95 0,97 0,88 
: 2 0,95 (px 5,8) 1,04 1,11 1,01 
, 8] 09658) | 104 | 111 | 1,11] 110 | 097 
, 411 091 @a58) | 1,07 1,07 | 0,94 


Zunachst stellt sich heraus, daB die GréBe der Ausbreitung dieser 
Lipoide auf destilliertem Wasser und auf der aquilibrierten Salzlésung 
ohne Ca nicht; dieselbe ist. Bei letzterer ist eine ausgesprochene Zu- 
nahme der Ausbreitung um durchschnittlich 10°, vorhanden. Der 
Grund hierfiir darf nicht ,in der Differenz des pg gesucht werden, da 
sich herausstellte; daB die Ausbreitung auf destilliertem Wasser, bei 
Erhéhung des py auf 7,3, nicht beeinfluBt wurde. Offenbar kommt 
hierfiir der Salzgehalt oder die Pufferung der Lésung, wahrscheinlich 
beide, in Betracht. Ferner ergibt sich aus der Tabelle, daB die Aus- 
breitung bei Zusatz von 3,75 oder 5 mg Ca auf je 100 ccm in den meisten 
Fallen eine, wenn auch geringe, VergréBerung aufweist. Bei einem Ca- 
Gehalt von 7,5 mg findet keine weitere Steigerung dieses Wertes statt, 
wahrend bei einem Gehalt von 11 mg, wie er den normalen Verhaltnissen 
im Blute entspricht, bei allen Untersuchungen eine betrichtliche Ab- 
nahme erfolgt; diese schwankt um 12%. 


Aus diesem Ergebnis la8t sich schlieBen, daB bei Ca-Abnahme des 
Plasmas die Lipoidschichtdicke der Blutkérperchen geringer wird. 
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Zusammenfassung. 


Es werden die Lipoide von Schaferythrocyten extrahiert und auf 
ihre Zusammensetzung untersucht. Als vermutliche Zusammensetzung 
wurde gefunden: 36°, Cholesterin, 50°, Cephalin und 13°, Sphingo- 
myelin. Diese Zahlen stellen keine Gewichtsprozente dar, sondern 
sie beziehen sich auf die Gesamtoberfliche der Lipoide. 

Aus diesen Ergebnissen und der bekannten Tatsache, da die 
Lipoide die Chromocyten in bimolekularer Schicht umringen, wurde 
die mittlere Dicke dieser Schicht auf 31 A errechnet. 

Ferner wurde dargestellt, wie mittels der Ausbreitungsmethode 
der Einflu8 von Ca-Ionen auf diese Lipoidschicht leicht nachzuweisen ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 





Uber den strukturellen Bau und die fermentative Spaltbarkeit 
der aus Gelatine durch Essigsiureanhydridabbau gewinnbaren 
acetylierten Polypeptidassoziate. YV. 


Von 
A. Fodor und Ch. Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 2. August 1929.) 


In der friiheren Mitteilung! erbrachten wir auf Grund mehrfacher 
analytischer Daten Beweise dafiir, daB die aus der Gelatine bei der 
Behandlung mit kaltem und hernach mit heiBem Essigsiureanhydrid 
gewinnbaren Produkte mehrfache Assoziate acetylierter, zum Teil 
auch anhydrisierter Polypeptidkomplexe darstellen. Von letzteren 
kamen namentlich folgende in Erwaigung: Glycyl-prolyl-alanin, Glycyl- 
oxyprolyl-alanin, sodann in sekundirer Weise entstandene Dipeptid. 
komplexe: Prolyl-alanin, Oxyprolyl-alanin. 

Aus dem Reaktionsgemisch, in dem sich die Assoziate dieser 
Komplexe, wie gesagt ,in acetylierter und zum Teil auch anhydrisierter 
Form beisammen finden, kann ihre Isolierung durch Extraktion mit 
absolutem Alkohol erfolgen. Aus der alkoholischen Lésung erhalt man 
durch Atherfallung bereits schéne, hellbraune, kristallinisch aussehende 
Produkte, die auBerdem noch aus Chloroform mit Petrolaither um- 
gefallt werden kénnen. Die TabelleI stellt eine Vervollstandigung 
der in unserer erwahnten friiheren Mitteilung! abgedruckten dar und 
gibt die Fraktionierung der aus 90g Gelatine D. G. F. gewonnenen 
Produkte wieder. Von diesen befaBte sich jene Mitteilung bereits mit 
der Analyse von Ir und II b, indes die weiteren Fraktionen dort noch 
nicht zur Untersuchung gelangten. 


1 Diese Zeitschr. 210, 24, 1929. 
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Tabelle I. 
90g Gelatine D. G. F. 
Alkoholische Lésung + Rickstand 
+ Ather -}- Alkohol 
Fraktion I (etwa 2 g) 
mit CHCl; und Petrolather gereinigt zi 
& 
Ir Lésung Riickstand 
+ Ather + Alkohol 
Fraktion II ausgezogen 
fiel sirupig aus, daher mehr- 
mals in abs. Alkohol gelést Lésung 
und in Ather gewirbelt Eisschrank 


Fraktion Ila (11,5 g) 


} . Fraktion IIb 
2g Ila wurden in heibem CHCl, 
geldst und von einem geringen 
unléslichen Riickstand von kristal- 
linischem Aussehen abgetrennt. s 
Mit Petrolather: Fallung Fr. 7b. 


Sirup - Loésung 


+ Absol. Alkohol + | Ather 
v 


Fraktion III 
(aus CHCl, + Petroliather 
umgefallt. 
Fraktion Illa [10,5 g]) 


Lésung +  Riickstand (Sirup S) 
Eisschrank 


} 


Sirup +  Lésung 
o + | aoe 
ae, 
a Fraktion IV (2 g) 
a 
Sirup ¢. + = Alkohol 
+ 


Siruap +  Lésung 


| “+ | Ather 
t Alkohol Fraktion V (2,5 ¢) mit CHCl, gereinigt 
sa 
Sirup Lésung 
+ Alkohol + ¥ Ather 
pe eee Fraktion VI (0,5 g) 
Lésung Rest + CH;0H 
+. Ather a 
y Si 
Fraktion VII at... “~*. 
mit CHCl; und Petrol- Loésung Riickstand + CHCl; + 
(ither gereinigt (1,15 g¢) + | Ather | Petrolither 


Fraktion VIII (1,4 g) Fraktion IX (2,47 g) 
16* 
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Wir wollen jetzt, bei der Analyse von Ir und IIb ankniipfend. 
fortfahren und die fiir die weiteren Fraktionen erhaltenen Daten 
folgen lassen: 

Fraktion Illa. 

Optisches Verhalten: 

0,1425 g Substanz in 20 ccm H,O; a (im 5-cm-Rohr) 0,28". 
78,6°. 

Analysen: 

a) 0,1731 g Substanz verbrauchen 16,20 ccm n/10 H,SO, nach Kjeldahi, 
entsprechend 13,11°% N; 
0,1148 g Substanz verbrauchen 10,90 cem n/10 H,SO, nach Kjeldah, 
entsprechend 13,30°% N. 


fal? 
l D 


b) 0,2434 g Substanz verbrauchen bei der Acetylbestimmung nach Wenze/ 
8,70 cem n/10 NaOH, entsprechend 15,37% (CH,CO). 

c) 1 ecem des mit 18 %iger Salzsiure erhaltenen neutralisierten Hydrol ysats 
gaben 1,89 ccm N, (24°, 677 mm) nach van Slyke, entsprechend 0,087 
Amino-N; 
10cem Hydrolysat verbrauchen 9,60 und 9,65cem n/10 Saure nach 
Kjeldahl, entsprechend 0,134°% Gesamt-N. 

_ Amino-N 2 
° = Gesamt-N ~ 3,07 
Fraktion IV. 
Optisches Verhalten: 
0,1586 g Substanz in 20cem H,O; a (in 5-em-Rohr) = 0,30°. [a)*} 


— 75,6°. 
Analysen: 

a) 0,1143 g Substanz: 11,20 cem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
13,73% N; 
0,1080 g Substanz: 10,60 cem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
13,75% N; 

b) 0,3378 g Substanz: 14,20cem n/10 NaOH nach Wenzel, entsprechend 
18,08% (CH,CO). 

c) leem Hydrolysat: 2,01 und 2,00 cem N, (28°, 683 mm), entsprechend 
0,0932°% Amino-N. 
10cem Hydrolysat: 10,00 und "10,05 ecm n/10 H,SO, nach Kjeldaii, 
entsprechend 0,1401 und 0,1408°% Gesamt-N. 

ee 

3,05 


Fraktion V. 


v= 


Optisches Verhalten: 
0,1670 g in 20cem H,0; a (5-em-Rohr) = — 0,33°. [a]? = 79,0°. 
Analysen: 
a) 0,1112 g Substanz: 11,45ceem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
14,43% N; 
0,1316 g Substanz: 13,35cem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
14,21% N. : 
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fend, | 0.3488 g Substanz: 15,50cem n/10 NaOH nach Wenzel, entsprechend 
Daten 19,11% (CH,CO). 


leem Hydrolysat: 1,75cem N, (25°, 680 mm), entsprechend 0,081 % 
Amino-N; 

10cem Hydrolysat: 8,90 cem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
0,1247 g Gesamt-N. 


ts 2 
ue % 
dahl, Fraktion VII. 
Analysen: 
ldahi, 0,1290 g Substanz: 13,15cem n/10 H,SO,, entsprechend 14,28% N; 
0,0805 g rr 8,25 , n/l0 H,SO,, = 14,36°% N. 
Vensel ),2818 ¢ ioe 6,70 ,, n/l10 NaOH, »  8,11% (CH,CO). 


leem Hydrolysat: 1,84 und 1,85 cem N, (26°, 679 mm), entsprechend 
lysat 0,0861% Amino-N; 


87 9,55 cem n/10 NaOH nach Kjeldahl, entsprechend 


10 cem Hydrolysat: 


r 
+ 


0,133° Gesamt-} 


nach 


Fraktion IX. 

Analysen: 
0,1076 g Substanz: 11,35 cemn/10 H,SO,, entsprechend 15,12°% N; 
0,1254 g ‘ 13,45 ,, n/l10H,SO,, a 15,03 % N. 
0,3357 g Substanz: 14,80cem n/10 NaOH, entsprechend 18,90% 
(CH,CO). 

leem Hydrolysat: 2,20 und 2,17 cem N, (24°, 679 mm), entsprechend 
0,1024°% Amino-N; 

10cem Hydrolysat: 11,20 eem n/10 H,SO, nach Kjeldahl, entsprechend 
0,1560°% Gesamt-N. 


chend 
chend aon’ 
3,05 
chend 7: se . . P 7 . 
Wie friiher von uns hervorgehoben wurde, sind die diesen Fraktionen 
zugeschriebenen, auf der empirischen Zusammensetzurig, dem quali- 
tativen Habitus, v-Wert und der Bausteinanalyse beruhenden Struktur- 
Adah, formeln lediglich dem allgemeinen Geriiste nach richtig, wahrend sie 
in ihren Einzelheiten noch viel zu wenig aufgelést werden konnten. 

So wurde fiir die Fraktion II b die Wahl zwischen den beiden Méglich- 


keiten: 


chend 


ac-Glycyl-prolyl-alanin 
ac-Glycy]-prolyl-alanin und 
(ac-Oxyprolyl-alanin) —H, O 
ac-Glycy]-prolyl-alanin 
(Glycyl-ac-Oxyprolyl-alanin)—H, O 
(ac-Oxyprolyl-alanin)—H, O_ 


che nd 





thend offen gelassen. Die Kohlenwasserstoffbestimmung bietet viel zu un- 
scharfe Werte, um eine Entscheidung herbeizufiihren. Charakteristisch 
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sind nur die Stickstoff- und Acetylzahlen; ferner geben die v-Werte 
einigermaBen AufschluB tiber die strukturellen Unterschiede bei diesen 
Assoziaten. 

Insbesondere ist aber die Zah] und der Sitz der Acetylgruppen von 
Wichtigkeit. Wie man erkennt, gibt es deren zwei Arten: N-Acetyl 
und O-Acetyl. Die letztere entspricht einer Esterbindung und ist als 
solehe im Gegensatz zum N-Acetyl sehr labil. Behandelt man die 
Assoziate mit Reagenzien, die das O-Acetyl abspalten, ohne das N-Acetyl 
anzutasten, so 14Bt sich eine Trennung beider Bindungen herbeifiihren 
und das O-Acetyl gleichzeitig bestimmen. Als Reagens dieser Art 
konnte von uns eine im Uberschu8 und bei 37° angewandte m//15 Lésung 
von sekundarem Natriumphosphat verwendet werden, wie sie in den 
Kontrollen zu den bei entsprechender Aziditaét ausgefiihrten fer- 
mentativen Spaltungsversuchen gebraucht wird. 

Zur Untersuchung gelangten Fraktionen Ila*, Illa und IX. 
Nach ihrer Behandlung mit m/15 sekundarer Natriumphosphatlésung 
bei verschiedenen Konzentrationen und bei 37° wurde die Zunahme 
an titrierbarer Saure nach der Formolmethode geprift. Da diese 
Versuche gleichzeitig als Kontrollproben zu den Fermentversuchen 
dienten, wurden sie in Verbindung mit letzteren angesetzt und sind in 
den Kolumnen III der Tabelle III angefiihrt. Aus ihnen geht hervor, 
daB Fraktion Ila bei zwei verschiedenen Konzentrationen 32,4 
bzw. 33,5°%, ihres gesamten Acetyls abspaltet. Bei Fraktion Illa 
ergeben sich die Quoten von 30,77 bzw. 30,2°, und bei Fraktion IX 
20,6 bzw. 26,7 %. Wie der Fall von Illa zeigt, ist die maximale 
Menge des unter diesen Bedingungen sich abspaltenden Acetyls 
nach 7 Tagen erreicht. 

Es ergibt sich daher aus diesen Versuchen, da die Spaltung von 
Q-Acetyl bei Fraktion Ila ziemlich genau ein Drittel betragt, da} also 
von den drei Acetylgruppen, die die Analyse anzeigt, eine als -O-Acetyl- 
und zwei als bestandige N-Acetylgruppen vorliegen. Bei Illa ist das 
gleiche der Fall. Bei Fraktion [X ergibt die Analyse das Vorhandensein 
von vier Acetylresten. Die Abspaltung eines Acetyls wiirde die Quote 
von 25% ergeben. In Wirklichkeit erhielten wir 20,6 und 26,7 °%, 
deren Mittel 23,6 betragt. Diese Zahl entspricht durchaus der Ab- 
spaltung eines Acetylrestes, so daB wir zu der Annahme berechtigt sind, 
daB von vier Acetylresten nur einer O-Acety] ist, drei dagegen N-Acetyle 
darstellen. 

Danach diirfen wir unter der Annahme von dreifachen Assoziaten 
und unter Beriicksichtigung der erhaltenen v-Werte, die in die Tabelle IT 
eingetragenen Strukturformeln aufstellen, deren zugehérige berechnete 


* Fraktion Ia ist von Ib der fritheren Mitteilung nicht unterschiedlich. 
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analytische Werte in der gleichen Tabelle enthalten sind. Bei eine; 
Wahl zwischen den dort figurierenden beiden Méglichkeiten geben wi: 
aus Griinden, die gleich besprochen werden sollen, den Vorzug de: 
Struktur 

(ac-Gl-ac-oxypr-al) 

(ac-Gl-pr-al) 

(Oxypr-al). 

Wie man bemerkt, unterscheiden sich Fraktionen Ila bzw. IIb 
und IIIa voneinander strukturell nur unbedeutend. Fraktion 1X 
steht beziiglich des Acetylgehalts an zweiter Stelle und wird nur durch Ir 
iibertroffen. Beide Fraktionen (IX und Ir) enthalten ein Stickstoffatom 
im UberschuB, was sich nur in der Weise mit dem Acetylgehalt in 
Ubereinstimmung bringen 148t, daB man in beiden ein salzartig ge- 
bundenes Ammoniakmolekiil postuliert. Der Ausbeute nach stellen 
Fraktionen Ila und Illa mit insgesamt 22 g die Hauptfraktionen dar 

Uber die Herkunft der Stoffe, die keinen reinen Tripeptidbau mehr 
haben, sondern sich assoziativ aus 2 Molen Tripeptid und 1 Mol Di- 
peptid zusammensetzen, wurden in der friiheren Mitteilung Betrachtungen 
angestellt, denen wir vorlaufig nichts Neues hinzuzufiigen haben. 

Die fermentative Spaltbarkeit der Produkte Ila, Ifa und IX wurde 
unter Ansetzung doppelter Kontrollen (Kolumnen I und III) mit 
Pankreatin (Firma Parke, Davis u. Co., London) und mit Hefemazeraten 
gemessen. Die Angreifbarkeit durch die letzteren ist sehr gering, in 
vielen Fallen fast Null; Pankreatin wirkt zwar auch langsam, spaltet 
aber nach etwa 11 bis 15 Tagen gewisse Komplexe im Assoziat weit- 
gehend. 

Betrachten wir zunichst den Spaltungsverlauf von Ila und IIIa. 
Hier fallt uns auf, daB in der ersten Phase der Spaltung die der Zunahme 
von Amino-N entsprechenden Formoltiterwerte (letzte Kolumne: 
Diff. 11—(1-+ I11)) und die der Abspaltung von O-Acety] entsprechenden 
Zahlen (Kolumne III) einander aquivalent sind. Erst nachher bleiben 
die Titer der Aminostickstoffzunahme zuriick. In der Tabelle IV sind 
die Endwerte zusammengestellt. Wenn also die Acetyltiter bei Frak- 
tionen Ila und IIIa entsprechend der Abspaltung eines der drei Acety|- 
reste 33,5 bzw. 30,77°%, anzeigen, miiBten sich die gleichen Quoten 
fiir die NH,-Zunahmen ergeben, falls von den drei CON H-Bindungen 
zwischen den Prolylkernen und dem Alanin eine vollstandig hydrolysiert 
ware (3 NH,-Stickstoff = 100°, gesetzt). 


ac-Gl-ac-oxypr-f-al (1) 
ac-Gl-pr-f-al (2) 
ac-Oxypr-al (3) 


(Illa) 
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Da, wie gesagt, die O-Acetylspaltung sich mit dem Zuwachs von 
Aminostickstoff zunachst als aquivalent erweist und letztere erst in 
spaiterer Phase zuriickbleibt, so ergibt sich daraus, dap die fermentative 
Hydrolyse dort einsetzt, wo die O-Acetylspaltung vonstatten geht, somit 
in (1) unserer bevorzugten Strukturformel. Erstere bleibt sodann 
zurick und erreicht statt des theoretischen Wertes von 33,3°/ nur 
23,8 bzw. 25.4%. Danach wird der Komplex ac-Gl-ac-oxypr-al nicht 
angegriffen, wohl dagegen sekundar entstandenes ac-Gl-oxypr-al. 

Der Grund zu dieser Annahme, die auch die Bevorzugung der 
Strukturformel 

ac-Gl-ac-oxypr-al ac-Gl-ac-oxypr-al 
ac-Gl-pr-al bzw. ac-Gl-pr-al 
Pr-al Oxypr-al 
fiir Ila fiir Illa 
gogeniiber 
ac-Gl-pr-al 
ac-Gl-pr-al 
ac-Oxypr-al 
involviert, besteht zunachst darin, daB Fraktion LX, die laut Aussage 
des v-Wertes iiberhaupt keinen Dipeptidkomplex enthilt, von Pan- 
kreatin relativ gut gespalten wird. Die Quote betragt hier gleich von 
vornherein viel mehr als es der O-Acetylspaltung entspricht und erreicht 
(wiederum 3 CONH-Spaltungen mit 100 °%, eingesetzt) 61,9 %, d.h. als 
wiren 2CONH-Gruppen der Hydrolyse unterworfen worden (theo- 
retisch 66,6 °,). Offenbar hangt dies mit dem reinen Tripeptidcharakter, 
ac-Gl-ac oxypr-al 
ac-Gl-pr-al 
ac-G)-pr-al, 


dieser Fraktion zusammen. Es scheint sogar, daB die in Ila-und Illa 
vorhandenen Dipeptidkomplexe, vielleicht infolge ihrer ferment- 
bindenden Eigenschaft, auf die Zerlegung der spaltbaren Komplexe 
hemmend wirken, ein Moment, das bei Fraktion IX fortfallt. 

Sodann gibt es noch einen weiteren Grund zu der Auffassung, da 
gerade die vom QO-Acetyl befreiten Tripeptidkomplexe der Spaltung 
unterworfen sind. Wie der letzte Versuch der Tabelle III zeigt, wird 
Fr. Illa von ,,Peptonase‘‘ gespalten. Darunter verstehen wir hier 
einen aus Rinderpankreasdriisen hergestellten Auszug, der Peptone 
gut spaltet, nicht aber Dipeptide, wie Glycyl-glycin, Leucyl-glycin!. 
Obwohl es noch ungewiB ist, ob sich dieses negative Verhalten auch auf 


+ . . + . oe 
1 Uber die Darstellungsart dieses Fermentauszuges wird spiter aus- 
fiihrlich berichtet. 
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Tabelle III. Fermentversuche (37°). 
Fraktion Ila. 
I (Kontrolle). II (Versuch). Ill (Kontrolle). 
10 cem H,0 10 com Lisung ((4°/ ig) 10cem Lésung (4 °/9ig) 
50 . Phosphat (sek.) 50 Phosphat (sek.) 50, Phosphat s 
0,15 g Pankreatin 0,15 g Pankreatin 5 
t ee: SE peaeeeemEsasr an Eee pmeteteqreneeniqonns © 
1 »cem ve sbranc h. 15 cem verbrauch. 15 cem verbrauch.} = 
nach der Diffe- nach der Diffe- nach der Differen: = 
Formolmethode  renz | Formolmethode | renz Formolmethode | —_—— 
ecem n/10 NaOH cem n/10 NaOH cem n/10 NaOH | 
0 0,45 | 1,00 0,65 
44 Std. 0,95 | 0,50 | 2,75 1,75 1,30 0,65 0,60 
12 Tge. 1,00 | 0,55 | 3,70 2,70 1,90 1,25 0,90 
| (32,4 %) 
Fraktion Ila. 
L. II. Ill. 
| 25 ccm M.S.* 25 cem M.S. 25 cem H,0 : 
0 , H,O 10 ., Lésung (4° pig) 10 , Lésung sx 
|__ 50 , Phosphat 50 Phosphat 50 , Fhocpast 5 
t mens | ae eae GO POON e20-a, Gane 3 
|) 2¢ yeem n verbrane h. 20 eem verbrauch.| 20 cem verbrauch. =~ 
nach der Diffe- nach der | Diffe- nach der Differenz |! ~ 
| Formolmethode | renz | Formolmethode renz  Formolmethode — 
j}ecem n/10 NaOH eem n/10 NaOH eem n/10 NaOH 
\ 
0 270 3,20 0,45 
44 Std. | 8,00 0,30 4,40 1,20 1,25 0,80 0,10 
12 Tge. 3,35 0,65 5,30 2,10 1,70 1.25 | 0,25 
(33,5 %) 
*M.58. Hefemazerat. 
Fraktion IIa. 
; L. I. 11. 
30 eem H,O 30 cem Lésung (2 °/9ig) 30 cem Lésung (2°/sig) - 
30 . Phosphat (sek.) | 30 Phosphat 30. Phosphat s= 
0,2 g Pankreatin 0,2 g Pankreatin = 
| 10 cem verbrauch. 10 cem verbrauch. 10 ecm  vecbouns h. => 
nach der Diffe- nach der Diffe- nach der Differenz | — 
Formolmethode renz | Formolmethode = renz  Formolmethode ' = 
eem n/10 NaOH eem n/10 NaOH ecm n 10 NaOH 
0 0,30 1,40 1,10 
7 Tge. 0,89 0,59 3,45 2,05 1,99 0.80 | 0,75 
ie 0,90 0,69 4,00 2,60 2,29 1,10 || 0,90 
(30,77 8/9) 
Fraktion TITa. 
“nel 11. II. 
25 cem M.S. 25 cem M.S. 25 ecm H,0 fee 
0 , H,O 10 , Lésung (4°/oig) 10 , Lésung (4°%/9ig) a 
OO , Phosphat 50 Phosphat 50 . Phosphat = 
t “7 vase =: PASSROEP EO Pee gare COLE RSA we eaema | ka 
20 ecm m verbrauc h. 20 cem verbrauch. 20 eem n verbrauc h. = 
nach der Diffe- nach der Diffe- nach der Differenz — 
Formolmethode renz  Formolmethode’ renz Formolmethode —s = 
ecm nied NaOH ecm n/10 NaOH eem n/10 NaOH 
- . CE eae Ce 
0 3 40 3,70 | 0,40 
44 Std. 3,90 0,50 5,25 | 1,55 1,00 0,60 |/0.45 
4,40 | 1,00 6,15 | 2,45 1,40 1,00 || 0,45 
| 


7 Tge. 


\(30,2 %) 


44 St 
11Tg 


0 
44 Ste 
ll Tg 


0 
20 Std 
3 Tg 
9 , 
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Tabelle III (Fortsetzung. 


Fraktion IX. 





eem n/10 NaOH 


& 
5h) cem Phosphat (sek.) 
- « 
0,15 g Pankreatin 
15 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 


Diffe- 
renz 


0,35 
0,55 
0,60 


0,20 
0,25 


Il. Itt. 
som Phosphat (sek.) || 50 ccm Phosphat (sek.) 
~ _Lésung (2°/9ig) 10 , Lésung (2°/oig) 
°. 15 g Pankreatin 





15 cem verbrauch.| 





15 cem mm verbonne h. 
nach der 
Formolmethode 
cem n/i0 NaOH 


0,30 
0,60 
0,75 


nach der | Diffe- 
Formolmethode | renz 
eem n/l0 NaOH | 


Differenz 


0,70 
2,00 
2,40 


1,30 
1,70 


Fraktion IX. 


Differenz 
(Il + I 


II 





I. 
50 cem Phosphat (sek.) 
10 , H,0 
S « me 


Il. ill. 
50 cem Phosphat 50 ecm Phosphat 
10 , Lésung (2°/9ig) 10 , Lésung (2°/9ig) 
SS: «:: ee 25 20 





20 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 
ecm nj/10 NaOH 


| Diffe- 
renz 


3,50 
3,90 
4,60 


20 cem verbrauch., 


20 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 
eem nj10 NaOH 


Diffe- 
renz 


nach der 
Formolmethode 
ecm n/10 NaOH 


Differenz 


3,80 0,25 

4,60 0,80 0,50 0,25 | 

5,60 1,80 0,80 0,55 
(2067 %) 


Sete Ae eee 


Differenz 
-(I + Il) 


Il 


0,15 


10,15 





= ” 
25 cem M.S. 
1 . H,09 

| 50 . Phosphat (sek.) 


U. It. 
25 cem M.S. 25 ecem H,O 
15 . Lésung (5°/ ig) 15 Lésung (5 °/9ig) 
50 . Phosphat 50 Phosphat 





| 20 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 


Difte- 
renz 


io n/10 NaOyW 


20 cem verbrauch. 
nach der F 

Formolmethode Differenz 

eem n/10 NaOH a 


20 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 
ecm n/l10 NaOH 


Diffe- | 
renz 





3,80 
4,50 
5,20 
6,05 


0, 90 

0,90 0 
0,90 0 
0,90 0 


0,70 
1,40 
2,25 


Fraktion Illa (Peptonase). 


(I + Tb 


Differenz 


I 


0,45 
0,95 
1,50 





R. 
15 com Peptonase 
0 . 
50 . Phosphat 


Til. 
15 cem Peptonase 
10 , Lésung (4°/oig) 
Phosphat 


0. 
15 cem Peptonase 
10 , Lésnng (4°/ig) 
50 . Phosphat 50 


| 
| 





| 

20 cem verbrauch. | 
nach der | Diffe- 
Formolmethode | renz 

ecm n/10 NaO8# | 


2, 30 
2,50 
2,55 


0,20 
0,25 


= 
VY 
20 cem verbrauch. 
Diffe- i nach der 
renz || Formolmethode 
|| cem n/10 NaOH 


20 cem verbrauch. 
nach der 
Formolmethode 
ecem n/10 NaOH | 


Differenz 


~— = = — => 


2,90 0,20 
4,45 1,55 1,25 
4,90 2,00 1,45 


Differenz 
Il — (1 + I) 
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Prolyldipeptide erstreckt, so besteht die Wahrscheinlichkeit der 
Analogie. Dariiber, daB ein Dipeptidkomplex, wie Oxyprolyl-alanin, 
in nichtacetylierter Form in den Assoziaten enthalten ist, brauchen 
wir uns nicht zu wundern, da uns selbstindige Fraktionen bekannt 
geworden sind, die assoziiertes Oxyprolyl-alanin mit v-Wert = 1, 
darstellen?. 

Wir gelangen somit zu dem Ergebnis, daB N-acetylierte Tripeptid. 
komplexe, wie ac-Gl-pr-al oder ac-Gl-oxypr-al durch Pankreatin ge- 
spalten werden, nicht aber durch Hefemazerate. Wahrscheinlich 
hingt dies mit der von der HZ. Abderhaldenschen Schule éfters nach- 
gewiesenen Tatsache zusammen, wonach Pankreatin vorzugsweise am 
Carboxy] angreift, Hefe dagegen an der — in unserem Falle besetzten — 
Aminogruppe. Da (s. Tabelle III) Gelatinepepton, das die gleichen 
Komplexe in nichtacetylierter Form enthalten muB, von Hefe relativ 
gut gespalten wird, so wird die Auffassung, daB die N-Acetylierung die 
Hefewirkung verhindert, auch durch diese Beobachtung gestiitzt. 


Tabelle IV. 





Die N Hg-N-Menge ent- 
Ab- spricht bei Annahme | Die Acetylmenge 
gespaltene espaitene ‘der Spaltung zwischen | entspricht vom 


Ab- 


Sub- N Acetyl | NHo-Menge Pectin und Alaninrest 
stanz : OTT | eee 8 Acetylmenge (Amino-N aus 3 CONH Gesamtacetyl der 
pro 100g pro 100g = 100 5 gesetzt) Quote von 
%, %9 einer Quote von 
rene . Pt 9: 32,4 % 
Ifa | 14,07 | 17,03 | 1,751 5,25 23,8 % 33 5 0/ 
} 33,0 % 
os wait 30,77 % 
Illa 13,20 15,37 1,2609 4,73 25,4 % 30.2 
ov, 0 
i = 20,6 % 
IX | 15,07 | 18,90 2,800 3,87 61,9% 267 9 
“9, ° 


— 
1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 222, 1927. 


Berichtigung. 
In der Arbeit ,,Mikro-Polarisationsrohre mit mattierter Wandung* 
von H. Naumann, diese Zeitschr. 211, 239, 1929, muB es heiBen: 
Auf Seite 240, Zeile 2 von oben 


6mm statt 8 mm, 
und Zeile 3 von oben 
8mm statt 6mm. 





nlich 
1ach- 


menge 
vom 
rl der 











Uber Feinbau, Festigkeit und Kontraktilitit tierischer Gewebe. 


Von 


Kurt H. Meyer. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 9. August 1929.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Man kann sich heute vom Aufbau vieler natiirlicher Gebilde, wie det 
Cellulosefaser, des Chitins, der Seide, Modelle machen, welche iiber die 
Form, GréBe und Lage der Micelle und der sie zusammensetzenden 
Hauptvalenzketten wie auch tiber die Lage der einzelnen Atome sehr 
genauen AufschluB geben. Hieriiber wurde vor kurzem in dieser Zeit- 
schrift berichtet!. Wihrend es bei Cellulose und Kautschuk durch die 
genaue Réntgenanalyse méglich war, die Atomlagen zu erkennen und 
damit eine direkte physikalische Konstitutionsbestimmung auszufiihren, 
ist dies bei den unregelmaBigen Mischmicellen der EiweiBkérper, welche 
die tierischen Gewebe aufbauen, unméglich. Manche von ihnen geben 
zwar, wie vor allem R. UO. Herzog und Mitarbeiter gezeigt haben®, Faser- 
diagramme. Diese sind aber so unscharf, daB eine genaue Auswertung 
unméglich ist, und da8 aus ihnen nur Schliisse allgemeiner Art iiber die 
Faserstruktur gezogen werden kénnen. Man mu8 daher chemische Tat- 
sachen zu Hilfe ziehen, um die grobe Liicke in unserem Wissen iiber 
den Bau der Gewebe auszufiillen, die zwischen den Atomen und 
Molekiilen einerseits und dem mikroskopisch sichtbaren Bilde anderer- 
seits noch klafft. 


1, Aufbau der EiweiBgewebe aus langen Hauptvalenzketten. 


Neue enzymatische und chemische Untersuchungen von £. Wald- 
schmidt-Leitz? und Bergmann# lassen es als sehr unwahrscheinlich er- 


1 Diese Zeitschr. 208, 1, 1929. 

2 Festschrift der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zu ihrem 10 jahrigen 
Jubilium 1921. Naturwiss. 12, 1153, 1924; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 
2228, 1925; 59, 2487, 1926. 

3 Naturwiss. 14, 129, 1926; Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1891, 
2219, 1929. 

4 Naturwiss. 17, 314, 1929; Ber.d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1903, 1929. 
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scheinen, daB kleine Ringe, namlich Diketopiperazine die Aufbausteiy. 
der Eiwei8kérper sind. Vielmehr handelt es sich sicher um hochmo}; 
kulare Gebilde, die sich aus Amidosauren durch Verkniipfung in pe) 
tidischen Bindungen zusammensetzen. Die einfachen Amidosaure) 
haben nur zwei Verkniipfungsstellen, und auch bei den Diamidosiurey, 
und den Dicarbonsiauren ist in der Regel nur je eine Amido- bzw. eine 
Carboxylgruppe an der Verkniipfung beteiligt!. Daraus ergibt sich 
daB die EiweiSmolekiile lange Ketten sind, nicht aber die Form yon 
engmaschigen Netzen oder Klumpen haben, wie wir sie beim Graphit 
oder beim Hartgummi annehmen miissen?. Mit dieser Auffassuny 
werden die EiweiBkérper in den Rahmen der anderen hochpolymeren 
Naturprodukte gestellt, und es wird auBerdem der AnschluB an dic 
synthetischen hochpolymeren oder kolloiden Stoffe gewonnen, die in 
groBer Zahl von Staudinger hergestellt und in bedeutungsvollen Arbeiten 
konstitutionell aufgeklart worden sind. Im Seidenfibroin und im ge- 
dehnten Gelatinestreifen ist endlich die Anwesenheit solcher Ketten 
durch die réntgenographische Analyse sehr wahrscheinlich gemacht ?, 
so daB wir die Kettentheorie der EiweiSkérper als sehr gut gesichert 
ansehen kénnen 

Uber die Lange der Ketten kann man noch keine genauen Angaben 
machen. Da aber die Bestimmung der MicellgréBe (Teilchengewicht) 
der Globuline bei verschiedenen Bestimmungsmethoden zu Werten 
von etwa 200000 gefiihrt hat und diese Werte von der gleichen Gréfen- 
ordnung sind, wie etwa die TeilchengréBe des Kautschuks und der Cellu- 
lose, kann man wohl auch den einzelnen EiweiSketten ahnliche Lingen 
zusprechen, wie wir sie bei Kautschuk und Cellulose gefunden haben. 
nimlich etwa 300 bis 500A. Dies wiirde 80 bis 150 Amidosiiureresten 
entsprechen, da, wie wir aus der Analyse des Seidenfibroins wissen, ein 
Amidosaurerest in peptidartiger Bindung eine Linge von etwa 3,5A 
besitzt. 

Eine Kette aus 70 Glykokoll-, 20 Alanin-, 10 Leucin-, 16 Prolin-, 
21 Oxyprolin-, 6 Asparaginsaéure-, 7 Glutaminséure-, 10 Arginin-, 10 Lysin- 
resten, die also aus 170 Amidoséureresten besteht, besitzt ein ungefihres 
Molekulargewicht von 16000 und eine Lange von 580A. 

Die durchschnittliche Dicke der Ketten ist auf etwa 6 bis 7 A zu ver- 
anschlagen, denn eine Kette aus lauter Glycinresten hatte einen Durch- 
messer von 4A, ahnlich wie eine Paraffinkette. Mit Riicksicht auf die 
verschiedenen Substituenten mu8 man aber einen etwas gréBeren durch- 
schnittlichen Durchmesser annehmen. Die Hauptvalenzketten des 





1 Pauli-Valké, Elektrochemie der Kolloide, 8. 377 und 396. Wien 1929. 
2 Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 935, 1928. Diese Zeitschr. 208, 23, 1929. 
3 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 61, 1932, 1928; diese Zeitschr. 20s, 
24, 1929; Gerngross und Kaiz, Kolloid-Zeitschr. 39, 181, 1926. 
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KiweiBes haben somit eine ausgesprochen lange Form, etwa 100mal 
so lang wie dick. Man muB sie sich aber nicht steif gestreckt vorstellen, 
wie die durch das Ringgefiige gefestigten Ketten der Cellulose; sondern 
wir miissen annehmen, daf sie infolge der freien Drehbarkeit der Valenzen 
ihre Form wechseln kinnen. Am besten kann man ihre Eigenschaften 
mit denen eines feinen, biegsamen Fadchens vergleichen!. Wir kénnen 
nun teils aus dem Studium anderer hochmolekularer Verbindungen, 
teils aus Analogieschliissen von niedrigmolekularen Verbindungen 
schon so viel itiber die Eigenschaften solcher Ketten oder Fiadchen, 
iiber ihre Solvatation, tiber ihr Haften aneinander usw. aussagen, dab 
wir uns fragen miissen: welche Konsequenzen hat diese Auffassung von den 
Kigenschaften der Eiweifhmolekiile fiir die Lehre vom Aufbau und von den 
Funktionen der tierischen Gewebe. 

Ebenso wie in Léisung Schwarme von mehreren zusammen- 
hangenden Ketten anzunehmen sind, werden sich auch im Gewebe- 
verbande solche Micelle befinden. Aber, wie schon friiher ausgefiihrt, 
unterscheidet sich ein permutoid durchreagierendes Micell kaum von 
den einzelnen Ketten. Wir kénnen daher Hauptvalenzketten und aus 
ihnen gebildete Micelle stets gemeinsam betrachten. 


2. Festigkeit und Kettenlinge. | 

Die niedrig molekularen Substanzen der organischen Chemie haben 
keine groBe Festigkeit, da ihre Molkohasionen gering sind. Dadurch, 
daB sich bei langen Molekiilen die Molkohasionsinkremente der einzelnen 
Glieder addieren, treten bei langeren Ketten viel héhere Aohdsions- 
krifte auf. Durch sie erklirt sich die Festigkeit pflanzlicher und tierischer 
Gewebe. Aus den kalorisch gefundenen Werten der Molkohasion |abt 
sich nun bei einfachen Verhaltnissen die mechanische Festigkeit direkt 
berechnen, wie H. Mark kiirzlich zeigen konnte. Da diese Ableitung 
uns von Bedeutung fiir den Beweis obigen Satzes wie auch fiir alles 
Spiitere zu sein scheint, wollen wir sie im folgenden Abschnitt im wesent- 
lichen unverandert wiedergeben?. 

Wenn man die Festigkeit von Ceilulosepraparaten mit der anderer 
Werkstoffe vergleicht, so fallt die ganz auBerordentliche GréBe der 
ersteren auf. In der Tabelle I sind die Festigkeiten von Cellulose- 
fasern in kg/qmm und einiger anderer wichtiger Materialien zu- 
sammengestellt, und man erkennt aus dieser Tabelle, daf eigentlich 


1 DaB in Fibrin- und Collagenlésungen langliche Ultramikronen vor- 
kommen, ist lange bekannt. Auf den naheliegenden Zusammenhang mit 
der langgestreckten Form des Eiweifmolekiils scheint aber noch nicht 
hingewiesen zu sein. 

2 Der folgende Teil des Abschnitts 2 ist fast unverandert aus H. Mark, 
Melliand. Textilberichte 1929, Nr. 9, S. 695 tibernommen. 
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nur bester vergiiteter Stahl eine héhere ReiBfestigkeit als die besten 
Cellulosepraparate besitzt. 


Al ......... . 10— 40 kg/qmm Festigkeit 
FluBeisen . . . . . . 34— 5O re a 
GuBeisen ....... 9— 30 Pe ze 
AE eerie se 
| hake ants Sail retail gyi e - 
Beteouk ...... th - is 
Se Sc his Ge Be oF = 
ERE eee ee 35 mm a 


Wir berechnen zunachst die Festigkeit eines aus unendlich langen 
Hauptvalenzketten bestehenden Fadens, in dem, wie in einem Drahtseil, 
die einzelnen Ketten durch die ganze Einspannlange hindurchgehen, 
so daB sie beim ReiBversuch alle zerrissen werden miissen und nicht, 
wie etwa die Fasern eines Wollgarnes, aneinander abgleiten kénnen 
Aus dem Réntgenogramm kennen wir die Raumbeanspruchung einer 
solchen Kette; sie betriigt etwa 25 A?, d.h. ein Faden von 1 qmm 
Querschnitt enthalt 4.10 parallel nebeneinander liegende Haupt- 
valenzketten. 


Welche Arbeit ist nun notwendig, um eine einzelne Hauptvalenz.- 
kette zu zerreiBen? Wir wissen, daB die chemische Trennungsarbeit 
der wichtigsten organischen Hauptvalenzbindungen: der CC-Bindung, 
der CH-Bindung, der CO-Bindung etwa in der gleichen GréBenordnung 
namlich zwischen 70 und 90 Cal pro Mol liegt. Auf erg umgerechnet. 
ergibt dies als Trennungsarbeit fiir eine einzelne Hauptvalenzkette, wenn 
wir annehmen, da sie an der Sauerstoffbriicke zerreiBt, 6 . 107" erg. 
Diese Trennungsarbeit kommt dadurch zustande, daB eine gewisse, 
an den Enden der Kette angreifende Kraft iiber einen so langen Weg 
wirken mu8B, daB die ReiBstellen voneinander geniigend weit entfernt 
sind, um keine merklichen Kriafte mehr aufeinander auszuiiben. Wir 
wissen nun, da chemische Krafte mit der Entfernung auBerordentlich 
schnell abnehmen, und daB zwei Atome, wenn sie einmal 4 bis 5A 
voneinander entfernt sind, jedenfalls nur mehr geringe Krafte auf- 
einander ausiiben. Wir kénnen also, wenn wir diesen Betrag als den 
notwendigen Trennungsweg einsetzen, aus der Gleichung: 


Arbeit = Kraft x Weg 


die fiir die Trennung einer Hauptvalenzkette notwendige Kraft in 
dyn bzw. durch einfache Umrechnung in Kilogramm erhalten; sie 
betragt 2 . 10— kg pro Kette. Da nun pro Quadratmillimeter, wie oben 
ausgerechnet, 4 . 10! Hauptvalenzketten liegen, so hatte ein aus un- 
endlich Jangen Hauptvalenzketten bestehender Faden eine Festigkeit 
von etwa 800 kg/qmm. Man sieht, daB dieser Wert ganz auBerordentlich 
hoch ist und die oben angefiihrten Festigkeitswerte noch erheblich 
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iibertrifft. Hatte man ein Gebilde aus unendlich langen Hauptvalenz- 
ketten, so wiirde es in bezug auf Festigkeit alle uns bekannten Sub- 
stanzen bei weitem tibertreffen. 

Nun besteht aber ein Cellulosefaden nicht aus unendlich langen 
Hauptvalenzketten, sondern aus Ketten von etwa 100 Glucoseresten. 
Die Festigkeit natiirlicher Cellulosepraparate wird also erheblich kleiner 
sein, denn es besteht die Méglichkeit des Abgleitens der Ketten an- 
einander, und wegen der auSerordentlichen Festigkeit dieser Ketten 
in sich wird ein ZerreiBen des Micells selbst nicht in Frage kommen. 
Der Unterschied zwischen unserem idealen ,,Hauptvalenzkettenseil 
und einer wirklichen Cellulosefaser beim Zerreiben wird derselbe sein, 
wie der zwischen einem Seidengarn, bei dem die Einzelfaser unendlich 
lang ist, und einem Streichwollgarn, bei dem sie nur wenige Zentimeter 
miBt, und bei dem daher das ZerreiBen im wesentlichen ‘durch das 
Abgleiten der Einzelfasern aneinander zustande kommt. Es _ handelt 
sich also, nachdem wir durch die hohe Festigkeit der Hauptvalenz- 
ketten davon tiberzeugt sind, daB diese selbst nicht oder nur ganz selten 
zerrissen werden, darum, abzuschiitzen, welchen Widerstand die Micelle 
einem Abgleiten entgegensetzen. 

Es ist schon friiher erwahnt worden, daB die einzelnen Haupt- 
valenzketten aneinander durch die Nebenvalenzkrafte der Hydroxyl- 
gruppen bzw. der glucosidischen Sauerstoffbriicken gebunden sind, 
Krafte, iiber deren Ma man heute ebenfalls schon recht gut unter- 
richtet ist. Die verschiedenen chemischen Gruppen verhalten sich 
hierbei wesentlich verschieden, so daB man verstehen kann, warum 
unter sonst vergleichbaren Umstinden die mechanischen Eigenschaften 
der Cellulose und ihrer verschiedenen Derivate voneinander ganz er- 
heblich verschieden sind. Man kann also, um die Festigkeit der Cellulose 
abzuschitzen, von diesen Kraften der sogenanfiten ,,Molkohasion™ aus- 
gehen und in ahnlicher Weise wie friiher den Absolutwert der Festigkeit: 
berechnen; man erhalt hierbei einen Wert von etwa 200 kg/qmm 

Man kann aber zur Kontrolle auch noch folgende Uberlegung 
machen. Wir wissen, daS die Festigkeit von Rohrzuckerkristallen 
3kg/qmm betrigt. Diese Kristalle reiBen nach einer bestimmten 
Kristallebene, also nach einer den ganzen Querschnitt durchsetzenden 
glatten (vielleicht ein wenig gestuften) Flache, die ziemlich genau 
ein Quadratmillimeter miBt. Die Krifte, welche den Rohrzucker in 
sich zusammenhalten, gehen, wie bei der Cellulose im wesentlichen 
von Hydroxylgruppen bzw. von glucosidischen Sauerstoffbriicken aus. 
Die Molkohasion des Rohrzuckers und die Molkohasion der Cellulose 
werden also miteinander vergleichbar sein. Aber wegen der Haupt- 
valenzkettenstruktur der Cellulose reiBt ein Cellulosefaden nicht entlang 
einer glatten Flache von genau 1 qmm Querschnitt, sondern die Rib- 
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stelle wird — auBerordentlich stark vergréBert — die in Abb. 1 dar- 
gestellte Struktur haben. Beim Zerreifen eines Stabchens von 1 qmm 
Querschnitt wird im Falle des Rohrzuckers die Molkohasion nur iibe: 
den Querschnitt eines Quadratmillimeters zu  iiberwinden sein 
wahrend im Falle der Cellulose — weil die Hauptvalenzketten in sich 
nicht zerreiBen ein ganz erheblich gréBerer Querschnitt fiir dic 
Festigkeit maBgebend sein wird. Unse: 
Modell gestattet es nun, diesen Quer- 
schnitt zu berechnen. Nehmen wir de 
Kinfachheit halber an, die Micelle wiirden 
sich so regelmabig tiberlappen wie dic 


Ziegelsteine in einem Mauerwerk — also 
immer genau zur Hialfte —, so wiirde bei 


jedem einzelnen Micell zu der Grund- 
flache noch die halbe Mantelflache als 





Abb. 1. Schema einer gerissenen Ri®Bquerschnitt hinzutreten. Berechnen 
Cellulosefaser. Die Micelle bleiben = th . Modell die ges: . 
intakt, die Riffliche ist gezackt, “WY nach unserem Mode  geamu 


ReiBflache, so finden wir, dab wegen der 
verzahnten Micellarstruktur einer ideal orientierten Cellulosefaser dic 
Flaiche, entlang welcher die Molkohision iiberwunden werden mui. 
etwa 60mal so groB sein wird als im Falle des Rohrzuckers, also wird 
auch die Festigkeit einer aus ideal orientierten Micellen bestehenden 
Cellulosefaser 60mal gréBer sein als die eines Rohrzuckerkristalls, d. h. 
etwa 180kg/qmm. Dieser Wert stimmt mit dem friiher berechneten seh 
gut iiberein und trifft der GréBenordnung nach durchaus das Richtige. 

DaB die wahren Festigkeitswerte von Cellulosefasern meist ge- 
ringer sind als die theoretischen, darf nicht verwundern!, denn das 
fiir die Berechnung der Festigkeit benutzte Modell ist noch immer 
optimistisch. Die einzelnen Micelle werden nicht wie die Ziegelsteine 
eines Mauerwerks ganz fest gefiigt sein und sich nicht genau zur Halfte 
iibergreifen, sondern es werden unregelmaBige Uberlappungen statt- 
finden und es wird vorkommen kénnen, da8 in einem bestimmten Teil 
der Faser UngleichmaSigkeiten vorkommen. Dann wird an dieser 
Stelle die Faser reiBen, und zwar bei einer geringeren Belastung, als es 
sich aus dem Modell errechnet. Es ist ferner durchaus vorherzusehen. 
daB besonders bei kiinstlichen Fasern die Oberflachen der Micelle durch 
Verunreinigungen — absorbiertes Wasser oder andere Lésungsmittel 
abgedeckt sind und daher nicht zur vollen Entfaltung der Molkohasion 
gelangen kénnen, und es ist schlieBlich die ideale Parallelorientierung 
der Micelle sicher niemals erfiillt. 


1 Auch in der Festigkeitslehre der Atom- und Ionengitter findet man 
dieselbe Erscheinung, die besonders von Joffe, Polanyi und Smekal dis- 
kutiert und bearbeitet wird. 
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Die vorstehend wiedergegebene Ableitung von H. Mark la8t einen 
quantitativen Zusammenhang zwischen dem Bau aus Hauptvalenz- 
ketten und der Festigkeit erkennen, was uns eine sehr starke Stiitze 
fir die Richtigkeit unseres Gesamtbildes zu sein scheint. Bei den 
tierischen Geweben sind solche quantitativen Uberlegungen heute 
noch nicht méglich, und wir beschranken uns daher auf die folgenden, 
mehr qualitativen Darlegungen. 


8. Quellung und Festigkeit. 


Das aus Hauptvalenzketten zusammengesetzte Gebilde wird um so 


fester sein, je weniger es gequollen ist, denn — sei es, daB das Quell- 
mittel nur adsorptiv zwischen die Micelle eindringt, sei es, daB es 
permutoid ins Innere der Micelle kommt — immer solvatisiert das 


Quellmittel Gruppen, die sonst imstande sind, durch ihre Molkohasion 
andere Ketten festzuhalten. So erklart sich auch die bekannte Be- 
eintrachtigung der Festigkeit von Geweben und Faden durch Nisse; 
und so erklart sich auch die gréBere Festigkeit einer hornartig ge- 
trockneten Haut und mehr noch die des Leders gegeniiber der urspriing- 
lichen wasserhaltigen Haut. Wird der Zusammenhalt dagegen nur noch 
durch die Solvathiillen selbst vermittelt, wie wir es in einer verdiinnten, 
erstarrten Gelatinegallerte annehmen miissen, so ist die Festigkeit des 
Gebildes gering und auSerhalb der GréSenordnung det Festigkeit 
biologischer Geriistsubstanzen. 

Bei der unvollstandigen Quellung, die nicht zur Lésung fihrt, 
haben die Ketten noch immer einen gewissen Zusammenhalt. Wir 
entnehmen die folgenden Zahlen tiber die Rei®festigkeit quellbarer 
Gewebe einer Arbeit von Woéhlisch'. Die Zahlen sind direkt mit der 
Tabelle auf S. 255 vergleichbar. 


| ee a ee ee em Me 
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Ruhender Muskel d. Menschen. ....... 0,09 J - 
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Nicht nur bei trockenen Fasern, sondern bei allen Gebilden, die 
eine erhebliche mechanische Zug- oder Druckfestigkeit besitzen, also 
auch bei allen Geweben miissen Ketten von einem Ende bis zum 
anderen miteinander in Beriihrung sein und durch ihre Molkohasion 
aneinander haften. Hieraus ergibt sich der fiir die spiteren Uber- 
legungen wichtige Schlu8, daB Anderungen in der Form und Lénge der 
einzelnen Hauptvalenzketten zu einer Formainderung des makroskopischen 
Gebildes fiihren miissen. 


1 Zeitschr. f. Biol. 85, 337, 1926. 
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Die tierischen Gewebe miissen wir uns also vorstellen als wirklich, 
Gewebe oder Gespinste aus Hauptvalenzketten, die an manchen Stellen 
insbesondere an den ionisierten Gruppen, Solvathiillen tragen, an andere), 
Stellen durch Molkohasion mit anderen Ketten zusammenhaften und hic; 
und da durch chemische Briicken verkniipft sein mégen. 

Da die einzelnen Hauptvalenzketten, wie friiher ausgefiihrt, et w: 
100mal so lang wie dick und die aus ihnen zusammengesetzten Micelle 
ebenfalls ausgesprochen linglich, gewisserma8en als biegsame Fiden 
zu denken sind, so liegt der Vergleich mit makroskopischen Gebilden 
aus Faden oder Faserchen nahe. Die Ketten kénnen entweder paralle| 
gelagert sein, wie in der natiirlichen Seide, oder spiralartig aneinander- 
liegen (Baumwolle). Sie kénnen, wenn es zweckentsprechend ist, alle 
in einer Ebene orientiert sein wie die makroskopischen Fasern bei den 
am Webstuh] gewebten Geweben und beim Papier. Eine entsprechende 
Lagerung 1a8t sich réntgenographisch im Mantel der Seescheide nach 
weisen!: In ihm liegen Micelle und ihre Hauptvalenzketten nur in der 
Mantelebene. Man mu vermuten, daB auch bei flichenhaften Binde- 
gewebselementen ahnliche Lagerungen vorkommen, wihrend in anderen 
Gewebsteilen auch eine Lagerung und Verfilzung nach allen Dimen- 
sionen denkbar ist. Und endlich ist zu vermuten, daB die Ketten je 
nach ihrem Bau oder dem umgebenden Medium entweder mehr gerade 
gestreckt oder mehr zickzackformig gefaltet oder auch eingerollt sein 
kénnen. 


4. Methoden zur Erkennung der Lage der Hauptvalenzketten. 

a) An vielen biologischen Objekten, wie Sehnen, dem Nackenband 
des Rindes, manchen Muskeln hat R.O. Herzog? Faserdiagramme ge- 
funden. Da diese Gebilde aus langen Ketten aufgebaut sind, bedeutet 
ein solches Diagramm, dai die Ketten parallel zueinander orientiert 
sind. Derartige Faserdiagramme sind in hochgequollenem Zustande des 
Objektes schwer zu erhaltén. Aus der Untersuchung der Derivate det 
Cellulose, z. B. der Acetyleellulose und der Nitrocellulose ist es woh! 
bekannt, daB ihr Faserdiagramm beim Einwirken von Quellmitteln 
schwindet, denn das zwischen die Ketten eindringende Solvatations- 
mittel zerstért den regelmaBigen Gitteraufbau, auch wenn der mecha- 
nische Zusammenhalt nur gelockert, aber nicht aufgehoben wird 
Man trocknet also zweckmabig, wenn man Substanzen auf Fase1 
struktur réntgenographisch untersuchen will. Erhalt man auch im 
gequollenen Zustande Réntgenogramme, so geht hieraus nach Katz* 
die Anwesenheit von ungequollenen Micellen hervor. 


1 Mark und v. Susich, Zeitschr. f. phys. Chem. B. 4, 431, 1929. 
® Joe, 
3 Ergebn. d. exakt. Naturwiss. 3, 361, 1923; 4, 154, 1924. 
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b) Die bei vielen Naturprodukten gefundene einachsige Eigen- 
loppelbrechung beweist, daB in ihnen in einer Richtung eine bestimmte 
Ordnung herrscht, die von der in den beiden anderen Richtungen 
herrschenden verschieden ist Bei einem Gebilde aus langen Haupt- 
valenzketten kann diese Ordnung entweder dadurch zustande kommen. 
daB die Ketten im wesentlichen parallel der optischen Achse liegen, 
oder aber, das keine Kette parallel der optischen Achse liegt. 
sondern alle quer zu ihr (Schichtenbildung oder Ringfaserstruktur) 
Das Vorzeichen ist bei der gleichen Substanz in den beiden Fallen 
entgegengesetzt. Durch die wichtigen Untersuchungen von Ambronn! 
ist bekannt, da Gelatine durch Druck optisch einachsig negativ 
brechend wird, durch Zug optisch einachsig positiv. Auch beim Ein- 
trocknen bildet Gelatine Folien mit negativ einachsiger Doppelbrechung 
Beim Druck und beim Eintrocknen werden nun lange Hauptvalenz- 
ketten oder aus ihnen gebildete lingliche Micelle sich flach legen und 
zur Schicht ordnen; Zug richtet sie dagegen zur Faser parallel, wie 
aus dem réntgenographischen Verhalten gedehnter Gelatine? eindeutig 
hervorgeht. Da die Eiweibkérper chemisch aus ahnlichen Gruppen 
aufgebaut sind wie die Gelatine, so werden bei ihnen die Brechungs- 
verhaltnisse die gleichen sein. Damit wird aber die Beobachtung der 
Doppelbrechung zu einem wichtigen Diagnostikum : Positiv einachsige 
Doppelbrechung bei Gebilden aus EiweiSkérpern zeigt Faserstruktur, 
negativ einachsige Doppelbrechung Schichtstruktur an. 

Fiir den Zweck dieser Diagnose ist es gleichgiiltig, ob es sich um 
Kigendoppelbrechung oder Stibchendoppelbrechung handelt. Wihrend 
bei der sogenannten Eigendoppelbrechung die Verhaltnisse ohnehin 
klar liegen, 1aBt der lingliche Charakter der Stabchen einen geregelten 
Aufbau meistens als wahrscheinlich erscheinen. Hierfiir spricht ja auch, 
daB es fast nie méglich ist, beim Vorhandensein einer Stabchendoppel 
brechung die Kigendoppe!brechung ganz zum Verschwinden zu bringen 
Meist aber ist die Stabchendoppelbrechung selbst das Anzeichen fiir 
gerichtete Hauptvalenzketten, die mit den nachgewiesenen ,.Stabchen™ 
identisch sind. 

Denken wir uns nimlich ein Gebilde aus gleichmabig gerichteten 
Hauptvalenzketten aufgebaut, so wird die Doppelbrechung dieses 
Gebildes durch eine Imbibitionsfliissigkeit zum Verschwinden gebracht 
werden, wenn sie gleichmabig die ganzen Ketten solvatisiert und 
einen Brechungsexponenten ergibt, der dem Brechungsexponenten der 
eigentlichen Ketten in der Faserrichtung entspricht. Dies Gebilde 
kann dann optisch isotrop werden. 


1 Ambronn-Frey, Polarisationsmikroskop, 8S. 134. Leipzig 1926. 
2 Katz und Gerngrof, Kolloid.-Zeitschr. 39, 181, 1926. 


17* 





262 K. H. Meyer: 


Will man also die Stabchendoppelbrechung zum Nachweis vo: 
Micellstruktur benutzen, so muB man méglichst solche Imbibitions 
fliissigkeiten anwenden, die erfahrungsgemaB nicht zur permutoiden 
Durchreaktion neigen, sondern das innere Gefiige des Micells intakt 
lassen. 


Besonders in Verbindung mit den anderen Hilfsmitteln erlaubt 
die Doppelbrechung Schliisse auf die Lage der Hauptvalenzketten. 

c) Ein weiteres Kennzeichen iiber die Art der Lagerung der Haupt 
valenzketten ist das mechanische Verhalten des betreffenden Stoffes 
Bei Parallellagerung der Ketten bzw. deren Micelle ist die Festigkeit in 
einer Richtung sehr viel gréBer als in den beiden 
anderen. Da die Festigkeit im wesentlichen auf den 
Nebenvalenzen beruht, weil die einzelne Haupt valenz 
eine mindestens zehnmal so grobe Zerreibenergie 
braucht, wie eine einzelne Nebenvalenz, so wird die 
Lage der Nebenvalenzen bestimmend fiir die Festig 
keit des Ganzen sein. Wie die Abb. 2 zeigt, ist die 
Zerreibfliche quer zur Faserrichtung (a — b) wesent- 
lich gréBer als entlang derselben (cd). Die gleichen 
Verhaltnisse liegen bei gequollenen, aber noch an- 





einander haftenden Micellgebilden vor. 


Reisauchen _ Wir konnen nun umgekehrt _ sagen: Zeigt 
orientierten Fasern. Sich in einem Naturprodukt eine — besondere 
Festigkeit in einer Richtung, und liegen nicht 
ganz grobe, makroskopische, das Verhalten erklirende Befunde vor, 
so ist dies ein Anzeichen fiir Parallellagerung von Hauptvalenz- 
ketten. 
Die einfachste Methode der Priifung hierfiir ist Gefrieren des 
Objekts in fliissiger Luft und Zertriimmern: Produkte mit molekularer 
Faserstruktur splittern in eiher Richtung in feinste Fasern auf. 


5. Untersuchung von Sehnen und Muskeln. 

Wir haben nach obigen Methoden diejenigen Gewebsbestand- 
teile untersucht, bei denen man annehmen mute, daf fiir ihren 
biologischen Zweck eine Faserstruktur die geeignetste sei: das sind 
Muskeln, Binder, Sehnen. In einer tabellarischen Ubersicht geben 
wir unsere eigenen Resultate, zusammen mit den aus der Literatur 
bekannten wieder und fiigen auBerdem hinzu, wie die Anwendung 
der obigen Proben auf Substanzen, wie Cellulosefilm und Kautschuk, 
ausfallt, von denen aus dem Réntgenogramm eindeutig bekannt ist, 
daB sie in gedehntem Zustande parallel orientierte Hauptvalenzketten 


enthalten. 
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Mechanisches Verhalten beim Ze1 


immern in fliissiger Luft. 
Man vergleiche die Abb. 3 bis 7. 





Cellulosetilm 


Kautschuk 


Sehne 


Elastisches 
Band 
Muskel * 
(Gastrocnemius 
des Frosches) 


Splittert in Ungedehnt Zerfallt in Krimel 
Fasern oder Pulver 


Gedehnt 


Ungedehnt 
Durch Hitze 
geschrumpft 


Gedehnt ” 


Unbehandelt 


Gedehnt “ Durch Hitze 
kontrahiert 


Gedehnt Kontrahiert 


* Auf das verschiedene Verhalten des kontrahierten und des gedehnten Muskels beim 
Zertriimmern in fliissiger Luft wurde ich von Herrn Embden aufmerksam gemacht 


Doppelbrechung. 





Cellulosefilm 


Kautschuk 
Sehne 


Muskelfibrille 


Gedehnt Starke Ungedehnt Keine Doppel- 
Doppel- brechung 
brechung 


Gedehnt Ungedehnt 


Unbehandelt Doppel- Durch Hitze Schwache Doppel- 
brechung geschrumpft brechung 
Erschlafft " Kontrahiert Schwachere Doppel 


oder gedehnt brechung * 


* Literatur iiber Anderung der Doppelbrechung siehe v. Furth, Ergebnisse d. Physiologie 


17, 492, 1918 


Réntgenoptisches Verhalten. 
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b) ungedehnt 
Abb. 3. Kautschuk in fliissiger Luft zertriimmert 
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Dieses Verhalten zeugt deutlich dafiir, daB im gedehnten oder er 
schlafften Muskel ebenso wie in der Sehne oder im gespannten elastischen 
Band parallel gelagerte Hauwptvalenzketten vorliegen, im kontrahierten 
Muskel, in der geschrumpften Sehne dagegen nicht. 

Die Ubereinstimmung des Muskels mit dem Kautschuk zeigt. sich 
auch darin, dab, wie Ernst! gefunden hat, ein gespannter Muskel seh: 
viel weniger quillt als ein ungespannter. Das gleiche Verhalten findet 
sich auch beim gedehnten und ungedehnten Kautschuk. 

Abb. 5 zeigt ein typisches Sehnendiagramm, wie es von Herzog 
und Jancke? sowie von Gerngross und Katz? beobachtet worden ist 
Es ist an der getrocknet gespannten Achillessehne des Frosches auf 
genommen. Das gleiche Diagramm ergibt auch dic getrocknete ode: 
feuchte Kniesehne des Rindes sowie FuBsehnen des Schweines. Dic 


1 Ernst, Pfliigers Archiv 213, 131, 1926. 
* le. 
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dentitatsperiode in der Faserachse betrigt 8.4 — 0.3A; eine digonale 
Schraubenachse ist nicht vorhanden, woraus hervorgeht, daB die 
widen Amidosaurereste, welche innerhalb einer Identititsperiode 
ingeordnet sind, voneinander wesentlich verschieden sein miissen 
Der Netzebenenabstand der Interferenzen am Aquator betragt etwa 11 A 





Abb. 5. Sehnendiagramm Abb. 6. Diagramm des gespannt 
(Cu-Strahlung, 32mm Abstand.) getrockneten Froschmuskels. 


(Cu-Strahlung, 30mm Abstand.) 


Abb 


Diagramm des durch 
Wiarme kontrahierten 
getrockneten Muskels 
(Cu-Strahlung, 40mm 
Abstand.) 





Nach alledem ist im Collagen ahnlich wie im Seidenfibroin ein ein- 
facher EiweiBkérper vorhanden, der eine polvmer-homologe Reihe aus 
zwei Amidosaureresten darstellt. Seine Isolierung ist zweifellos eine 
reizvolle Aufgabe. 


Die durch Hitze geschrumpfte Sehne gibt in feuchtem und in 
alkoholgetrocknetem Zustande nur einen amorphen Ring. Das obige 


Faserdiagramm kehrt aber wieder bei Dehnung und Fixieren in ge- 
dehntem Zustande in Alkohol. 
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Bei Muskelaufnahmen mu} man mdéglichst sehnenfreies Materia 
aussuchen, da sonst Tiiuschungen durch das deutlichere Sehne: 
diagramm méglich sind. Bei Muskel aus der Mittelpartie des Frosc} 
Gastrocnemius erhilt man nach dem Dehnen und Fixieren in Alkoho! 
ein von dem Sehnendiagramm verschiedenes Bild (Abb. 6). Der Netz 
ebenenabstand der stark ausgeprigten Interferenzen ist etwa 9.5 A, 
Der gestreckte, noch gequollene Muskel gibt nur einen undeutlichen 
amorphen Ring, ebenso erweist sich ein Muskel als amorph, der durch 
Wiarme kontrahiert und dann in Alkohol fixiert ist (Abb.7). Wir 
haben die meisten Aufnahmen am _ Frosch-Gastrocnemius gemacht 
aber auch der gespannt in Alkohol fixierte SchlieBmuskel der Teich 
muschel, ferner auch der Kaninchenmuskel gaben entsprechende 
Diagramme. 


6. Die Elastizitat des Kautsehuks und anderer 
hochpolymerer Stoffe. 


Wahrend iiber die Lage der Hauptvalenzketten im gedehnten 
Kautschuk, im gedehnten elastischen Band und im gedehnten Muske! 
kaum ein Zweifel mehr sein kann, ist die Lagerung der Ketten iiberall! 
da, wo die Réntgenaufnahme amorphe Struktur anzeigt, noch un 
geklart. Wir greifen zunachst auf den Kautschuk zuriick. 


Wahrend im ungeordneten Cellulosefilm das Réntgenbild anzeigt. 
daB in ihm noch Micelle vorhanden sind, die ihrerseits zwar ungeordnet 
sind, in deren Innern aber die Hauptvalenzketten noch in einem Biinde! 
parallel] zueinander liegen, fehlt das entsprechende réntgenographische 
Anzeichen (Debye-Scherrer-Diagramm) beim ungedehnten Kautschuk 
Wenn nun die Ketten des Kautschuks ihre gestreckte Form beibehalten 
wiirden, so miiBten sie im entspannten Kautschuk voéllig regellos liegen 
wie das Fehlen des Debyediagramms beweist. Dies ist aber nicht ver 
einbar mit der Dichte des Kautschuks: sie miiBte bei regelloser 
Orientierung viel geringer sein als beobachtet. Man kann sich davon 
leicht ein Bild machen, wenn man die Packungsdichte eines Bleistift 
biindels mit derjenigen eines Haufens von Bleistiften vergleicht, in 
welchem kein Bleistift dicht neben dem anderen parallel liegen darf 
Es bleibt keine andere Erklarung, als das die Hauptvalenzketten ihre 
gestreckte Form ganz verloren haben und sich mehr oder weniger 
unregelmaBig verkiirzt oder eingerollt haben. Dies versteht man 
wenn man bedenkt, da in den Kautschukketten in Abstanden von 
vier Kohlenstoffatomen Doppelbindungen vorliegen, die sich gegen 
seitig durch van der Waalssche Krafte anziehen. Wir kommen also 


dazu, daB die gespannte Kautschukkette die Tendenz hat. sich einzu 
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ollen, und dap die aneinander haftenden Ketten und Micelle beim 
Kontrahieren die makroskopische Kontraktion des Kautschukfadens be 
irke ” 1 


Diese Ansicht gewinnt dadurech an Wahrscheinlichkeit, dali Ver- 


schlieBen der Doppelbindungen insbesondere durch Hydrierung 
lie elastischen Eigenschaften aufthebt.  Hydrokautschuk hat nach den 
\rbeiten von Staudinger? die Eigenschaft eines Paraffins. Ferner lassen 


sich synthetische kautschukahnliche Stoffe auch aus anderen Materialien 
gewinnen: Ihnen allen aber ist die Eigenschaft gemeinsam, dal} sie aus 
angen Ketten bestehen, und daB an diesen Ketten Gruppen sich befinden, 
die van der Waalssche Krafte aussenden, also sich gegenseitig anziehen. 
Hingewiesen sei besonders auf das in verschiedenen Patenten*® beschriebene 
Polyvinylacetat, von dessen Bau man sich nach Staudinger folgende 
Vorstellung machen kann: 


HC—O.CO.CH, 


CH, 


HC—O.CO.CH, 


CH, 


Leicht zu verstehen ist auch der Unterschied der  elastischen 
Gebilde aus offenen aliphatischen Ketten von der nicht elastischen 
Cellulose und ihren Derivaten. Bei ihr ist das ganze Kettengefiige 
durch das Ringgeriist stark stabilisiert. wahrend bei ersteren die 
Form der Kette infolge der freien Drehbarkeit der Valenzen wechseln 
kann. Bei der prinzipiellen Bedeutung der Vorstellung von der 
Formanderung langer Molekiile miissen wir hier weiter ausholen und 
den AnschluB an die niedrig molekularen Verbindungen zu gewinnen 
suchen. 


7. Forminderungen bei niedrigen Molekiilen. 
Wie mehrfach ausgefiihrt, besteht kein Gegensatz zwischen Hoch- 
und Niedrigmolekularen, sondern die besonderen Eigenschaften der 


1 Diese Ansicht wurde beim Kautschuk zum ersten Male von Kurt 
H. Meyer und H. Mark (Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 61, 1944, 1928) aus- 
gesprochen. Wir méchten bei dieser Gelegenheit die sehr wesentliche 
Mitarbeit von Herrn Dr. H. Fikentscher sowohl bei der Gestaltung des 
Gedankens wie auch bei der Konstruktion eines entsprechenden Atom- 


modells erwiaihnen. 
2 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 59, 3019, 1926. 
3 —D. R.-P. Nr. 271381, 373369. 
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ersteren ergeben sich durch Summation der additiven Eigenschafte; 
der letzteren. SinngemaB werden wir immer Schliisse vom Verhalten 
niedrig molekularer Stoffe auf das der hochmolekularen ziehen kénnen, 


DaB die einzelnen Atome in organischen Molekiilen unter wechseln. 
den auBeren Bedingungen verschiedene Stellungen einnehmen, ist eine 
der heutigen Physik geliufige Tatsache. So ist z. B. im Tetrabrom. 
methan das Einzelmolekiil oberhalb 45° tetraedersymmetrisch gebaut !, 
wihrend es unterhalb beim Ubergang in die monokline Form eine 
geringere Symmetrie besitzt. Es muB also eine Anderung der Lage der 
Bromatome relativ zueinander und zum Kohlenstoffatom eingetreten 
sein. Derartige Formanderungen innerhalb der Molekiile sind praktisch 
bei allen polymorphen Modifikationen anzunehmen. 

In Lésung und im Gaszustand mu8B man annehmen, da Mole- 
kiile, wie offene Ketten, z. B. Hexan, nicht die starre und gerad- 
linige Form haben, die sie in der dichten Packung im Kristal] 
haben®. Sie werden vielmehr um eine Mittellage schwingen, und 
diese Mittellage braucht durchaus nicht immer die gerade Kette 
zu sein. Denken wir uns ein einzelnes Molekiil einer langen Paraffin- 
kette im Gaszustande, so werden sicher van der Waalssche Krifte 
der einzelnen CH,-Gruppen aufeinander wirken und das Molekiil 
mehr oder weniger kriimmen. Richtiger ausgedriickt: die Mittel- 
lage der Schwingungen, die haufigste Form des Molekiils, wird anders 
sein als im kristallisierten Zustande. 

Noch deutlicher werden sich solche Differenzen zeigen, wenn es 
sich um Molekile handelt, in welchen Gruppen mit starkem Dipol- 
moment (OH-, COOH-, NH,-, CO-Gruppen) vorhanden sind. Wir 
wissen aus der Assoziation der Essigsiure, der Alkohole usw. im Dampf- 
zustand, daB diese Gruppen eine starke Anziehungskraft aufeinander 
austiben. Nun sind im Kristallgitter der normalen zweibasischen 
Sauren, wie aus réntgenographischen Arbeiten hervorgeht®, die Saure- 
molekiile gestreckt gelagert. Die beiden Carboxylgruppen des Molekiils 
sind weit voneinander getrennt und mit dem Carboxyl einer Nachbar- 
saure eng vereinigt. Es ist ganz zweifellos, dab das einzelne Dicarbon- 
siuremolekiil, etwa vom Typ der Sebacinsaiure [COOH (CH,), COOH] 
sich anders verhalten wird. Es wird im Dampfzustand eine erhebliche 
Kriimmung zeigen, hervorgerufen dadurch, daB die beiden Carboxyl- 
gruppen sich anziehen. Es ]aBt sich auch mit groBer Wahrscheinlichkeit 


1 de Boer und van Arkel, Zeitschr. f. Phys. 41, 27, 1927. 

2 Hengstenberg, Zeitschr. f. Krist. 67, 583, 1928. 

3 Norman, Ross und Henderson, Journ. Amer. Chem. Soc. 128, 2632. 
1926; Proc. Roy. Soc. Edinbourgh 47, 69, 1927; W.A.Caspari, Journ. 
Chem. Soc. 130, 3235, 1929. 
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gen, wie die Form solcher Molekiile in Lésung sein wird: sie wird 
erschieden sein in denjenigen Lésungsmitteln, die hauptsichlich die 
('H,-Gruppe solvatisieren, und in denjenigen, welche die COO H-Gruppe 

Ivatisieren. In Benzol, Benzin, Tetrachlorkohlenstoff werden in ver- 
diinnter Lésung sicher ahnliche Verhaltnisse vorliegen, wie wir sie 
fir den Gaszustand postuliert haben. In Wasser, Alkohol und organi- 
schen Saiuren dagegen sind die van der Waalsschen Krifte der beiden 
Hydroxylgruppen so weitgehend durch das Lésungsmittel abgesittigt. 
daB eine gegenseitige Anziehung der Gruppen aufeinander nur noch 
eine geringe Rolle spielen kann. Also: in Benzin nehmen wir gekriimmte 
Molekiile, in Wasser gestreckte an. 

Wenden wir diese Vorstellungen auf die Kautschukketten an, so 
miissen wir folgern, daB sie bei Solvatation der Doppelbindungen 
erschlaffen, daB also praktisch jedes Quellmittel zur Erschlaffung 
fiihrt. Die obigen Vorstellungen haben zur Voraussetzung, daB einer 
Biegung keine erheblichen Krafte entgegenwirken. Dies ist, soweit 
es Kohlenstoffketten angeht, unter dem Namen der Baeyerschen 
Spannungstheorie bekannt. Die Ubersicht iiber die Bildungswarmen 
der Ringsysteme vom Cyklohexan aufwirts zeigt iibrigens, da zur 
Bildung von héheren Ringen als Fiinfringen keine besondere Energie, 
die gréBer ist als bei der Bildung von offenen Ketten, notwendig ist. 
Aus den neueren Untersuchungen von Ruzicka! ergibt sich ja auch, 
daB sehr hochgliederige Ringsysteme bestindig sind. Von Interesse 
ist hier, daB bei Polypeptidketten die gleichen Verhaltnisse vorliegen, 
d.h. daB die RingschlieBung keiner zusitzlichen Energie bedarf und 
daher auch eine Biegung ohne nennenswerte Energiezufuhr eintreten 
kann. In der folgenden Tabelle sind die Differenzen der Verbrennungs- 
wirmen von Amidosiuren und ihren Peptiden angegeben. Es ergibt 
sich, daB fiir eine Peptidbindung 4,2 Cal aufgewendet werden miissen, 
gleichgiiltig, ob damit ein RingschluB verbunden ist oder nicht. 


Verbrennungswarmen (nach Fischer und Wrede*). 





Bei konstantem Bei konstantem 


Volumen Druck 

2 Glykokoll (fl.) ..... 467,2 466.8 
Glyeylglycin (f.). . . . 471.4 471.1 
— 4,2 4.2 

Glyeylglyein (f1.). 2... 471,4 471.1 
Diketopiperazin ..... 475.6 475.3 
4.2 4.2 


1 Fortschr. d. Chem., Physik und phys. Chem. 19, Nr. 5, 1928; Helv. 
Chim. Acta 11, 670, 686, 1928. 
2 Berl. Sitzungsber. 1904, S. 15. 
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S. Formwechsel bei ionisierbaren Molekiilen. 


Kinen sehr starken EinfluB auf die Form muB die Ionisation } 
langkettigen Molekiilen ausiiben, wenn zwei oder mehr ionisierbay 
Stellen vorhanden sind. Denken wir uns die Carboxylgruppen eine: 
zweibasischen Siure, sei es durch grobe Verdiinnung, sei es durch 
Alkalisierung ionisiert, so werden die beiden COO-Anionen sich ab 
stoBben und die Siéiuren sich strecken. 

In einer Oberflachenschicht dagegen ist die deutliche Oberflachenakti 
vitat korksaurer und sebacinsaurer Salze ein Beweis fiir eine Knickung 

Wir bestimmten quantitativ durch Messung der Oberflichen- 
spannung bei verschiedenen Konzentrationen und in Verwertung der 
Gibbsschen Gleichung die in der Oberflachenschicht befindliche Menge 
Saure, woraus sich nach Langmuir der auf das einzelne Saéuremolekii! 
entfallende Anteil an der Oberfliche errechnen lieB. 

Die Messung der Oberflachenspannung wurde nach der Ringabreil; 
methode! ausgeftihrt und ergab folgende Werte: 


I. Korksaures Na. T 25,0°. 





Konz. (mol.)1) 





o (dyn em) 


Konz. (mol, 1) 


o (dyn/em) 


0 75.0 0,0612 67.5 
0.0102 74,7 0.1275 64.5 
0.0306 70.6 0.2559 61.5 


Sebacinsaures 


Na. 


9g 26,0° 





Konz. (mol, 


0 (dynjem) 


Konz. (mol./1) 


6 («dvn/em) 


0 75.0 0.0535 57,0 
0,008 92 62.0 0.1117 50.5 
0,013 44 59.0 0.2234 49.3 





Die Messungen wurden mit reinsten Substanzen vorgenommen. 


Ill. Nonylsaures Na ®. 


x 20,0°. 





Konz. (mol.1) 


0,0001 
0,001 


6 («lyn em) 


71,46 
71,52 


Konz. (mol. 1) 


0.01 
0.1 


o (dynem 


57,59 
20.18 


Berechnet man mit Hilfe dieser Werte und der Gibbs schen Gleichung 
die Oberflachenkonzentration der drei Stoffe, so erhalt man: 


1. Fir korksaures Na: T 


y 


Brinkman 
> Nach Harkins, Journ. Amer. 


2. Fiir sebacinsaures Na: T 
3. Fir nonylsaures 


und 


van 


o, Ge 


R. T. 2,32 (Ig ec, —lg cy) 
16,4. 10-0 g Mol /qem. 


Na: f 


29,2 .10— Ug Mol/qem. 
66,1 . 10-8 g Mol/qem. 


Dam, Mimeh. med. Wochenschr. 
Chem. Soc. 47, 


1855. 


8,32. 107 erg 
298° 


1921, S. 1550. 
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Hieraus ergibt sich leicht als Querschnittsbeanspruchung pro 


Molekil: c, ne Sk ls ee ee we ee 16 Gem, 
2. Sebacinsaure 57 . 10-16 gem, 
3. Nonylséure ee ae ee en ee 16 Gem, 


wihrend der Querschnitt im Kristallgitter bei allen Sauren etwa 
36. 10—"6 gem betragt?. 

Die Tatsache, da Sebacinsiure den ungefaihr doppelten Quer- 
schnitt beansprucht wie Nonylsaure, erklart sich ohne weiteres aus der 
Annahme, daf} sie stark in die Héhe geknickt ist und dadurch praktisch 
nur den Raum von zwei Nonylsauremolekiilen einnimmt. Die Kork- 
siure ist jedoch nicht so stark aufgew6lbt und beansprucht daher einen 
groBeren Querschnitt. 

Der Vergleich der gestreckten Form dieser Sauren im Kristall- 
gitter und ihrer geknickten Form in der Oberflaichenschicht beweist 
das Vorkommen starker Deformationen bei langen Molekiilen2. 


Np 

/ 

C00> Nat 
Solvathille, 





saver alhalisch 
Wi, WH, * 
2 4. 
+ 1 4 
t 
COON c00~ 
wndissoziert over Zwitlerion 
Nev/ra/ 
O- C over feilwmeise N 
Abb. 8. 
Schematische Darstellung des Verhaltens vou Amidosiuren. (In saurer oder alkalischer Losung 
gestreckt, in neutraler Lisung undisseziiert oder als Zwitterion gekriimmt 


1 Journ. chem. Soc. 1380, 3235, 1929. 

2 Die Annahme geknickter Molekiile ist von Langmuir am Beispiel 
der Olsiure gemacht worden; seine experimentellen Befunde sind aber 
spater von Adam in anderem Sinne gedeutet worden. (Unterschied zwischen 
festen und fliissigen Filmen.) (Langmuir, Journ. Amer. Chem. Soc. 39, 
1848, 1927; Adam, Chem. News 3, 163, 1927.) 
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Bei Amidosauren, die hier naturgema® am meisten interessicren 
werden folgende Verhaltnisse eintreten: Nach den wichtigen Unter. 
suchungen von Bjerrum! sind die Amidosiuren in wiisseriger Lésung 
zu etwa 90°, als Zwitterionen vorhanden. Eine Kette, die an einem 
Ende eine Amide-, am anderen Ende eine Carboxylgruppe _ triigt 
beispielsweise ein héheres Polypeptid, wird also in wasseriger Lésung 
an beiden Enden in Wirklichkeit Ionen haben, die einander entgegen- 
gesetzt geladen sind und sich daher anziehen. Die Kette wird also 
gekriimmt sein. Beim Versalzen wird das Zwitterion in ein einfaches 
lon verwandelt: Siurezusatz dringt die Dissoziation der Carboxy)- 
gruppe zuriick und bildet das Ammoniumsalz, wahrend Alkalizusatz 
die entsprechende Veranderung in entgegengesetzter Richtung bewirkt. 
Die Abbildung 8 schematisiert dies. 

Bei langen Ketten, die mehrere freie Amidogruppen und Carboxy)- 
gruppen tragen, werden solche Formveranderungen noch deutlicher 
sein. Im isoelektrischen Punkt ist eine Kette mit Zwitterionen anzu- 
nehmen; die Anionen und die Kationen ziehen sich gegenseitig an 
Beim Versalzen verschwinden entweder die Anionen oder die Kationen 
und die ganze Kette wird nunmehr zu einem vielwertigen Kation 
bzw. Anion, so das sie durch die AbstoBungskraft der gleichartig 
geladenen lonen gestreckt wird (Schema vgl. Abb. 9). 





p> WH; stossen sith ab 





Bf } — C00- 
i, 7 > 
+ a Nh, 

PVH, shossen sich ab ( eae coo- 


| <> 4m 
). a C00" 


— 








Abb. 4 
Schematische Darstellung des Verhaltens langer Ketten mit freien Amido- und Carboxylgrupper 
Un alkalischer oder saurer Lisung gestreckt, beim Neutralpunkt kontrahiert.) 


Zusammenfassend ]aBt sich folgendes sagen: Bei Ketten, deren 
Kontraktionszustand durch nicht ionisierte Gruppen bedingt ist (2. B 
Kautschuk), wird Solvatation dieser Gruppen zur Streckung, Desolvatation 
zur Kontraktion fiihren. 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 106, 219, 1923. 
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Bei Anwesenhett ionisierbarer Gruppen wird Lonisation, die immer 
mit Solvatation verbunden ist, zur Aufrichtung, Entionisation zur 
Kriimmung fiihren. Bei amphoteren Elektrolyten wird beim isoelektrischen 
Punkt Kontraktion, beim Abweichen von diesem Punkt Streckung auf- 


treten. 
9. Versuche an elastischen Stoffen. 


Da der mechanische Zusammenhalt der makroskopischen Geb ilde 
aus langen Ketten durch das Aneinanderhaften der Ketten selbst hervor- 
gebracht wird, so wird die Formiénderung der Ketten zu einer Form- 
inderung des Ganzen fiihren. Wir kénnen daher obige Uberlegungen 
direkt am makroskopischen Objekt priifen. 

Wir untersuchten den EinfluB der Solvatation auf Gebilde. die 
in Spannung befindliche Hauptvalenzketten enthalten. 

Ein durch ein Gewicht belasteter, gespannter Kautschukfaden 
erschlafft, wenn er durch Schwefelkohlenstoffdampf angequollen wird. 
Er hebt das Gewicht wieder, wenn der Schwefelkohlenstoffdampf durch 
Luft oder Vakuum ausgetrieben wird. Ein Streifen aus dem elastischen 
Nackenband des Rindes, der mit einem Gewicht belastet ist, verlangert 
sich in 50°,igem Formamid, welches auf Eiweibkérper stark solvati- 
sierend wirkt. Beim Hingen in Wasser hebt er das Gewicht auf die 
urspriingliche Linge. Umgekehrt kontrahiert sich der Streifen beim 
EKinhangen in das entquellend wirkende Glycerin oder in stark ver- 
diinntem Alkohol und erschlafft wieder beim Hangen in Wasser. 


Versuche mit Kautschuk. 

Es mubte schwach vulkanisierter Kautschuk angewandt werden, 
da beim unvulkanisierten die durch das Abgleiten der Micelle aneinander 
verursachte bleibende' Dehnung stérend wirkt. 

Verwendet wurde eine Weichgummiplatte folgender Zusammen- 
setzung: 

100 Teile smoked sheets 


5 >  Schwefel 
3 o Zinkoxyd 
0,5 ,, Vulkazit P 


die 10 Minuten bei 140° vulkanisiert war. (Reibwert 160 kg/qem, rever- 
sible Dehnung 600%.) 


Aus dieser Platte wurde ein Streifen von 15,5¢em Lange und 2 3 mm 
Querschnitt herausgeschnitten und mit 500 g belastet. Das Kautschukband 
dehnte sich dabei auf 17,5 cm aus. Das gespannte Band wurde in Schwefel- 
kohlenstoffdampf gebracht und verlangerte sich darin in 3 Stunden aut 
18,9¢m. Beim Stehen an der Luft verkiirzte sich das Band nach | Stunde 
auf 18,1 em, nach 15 Stunden auf 17,8 em. Nach Entfernung der Belastung 
betrug die Lange 15,7 em. 
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Vergleichsversuch mit einem Band Continental-Weichgummi, Lan 
40 mm, Quersehnitt 2 2mm, folgender Zusammensetzung : 


45 Teile Crépe, 


45 me Sheets, 
0,9 »  Aldolalphanaphtylamin, 
0,36 ., Beschleuniger 576, 
0.6 a Stearinsaure, 
3.6 ne Schwefel, 


4,55 ., Zinkweib. 


In Chloroformdampt ergaben sich folgende Werte: 


SU ee ee a ee 
Mit 700 ¢ belastet eh a oe ae 5 gr) arc) 
Nach 8 Stunden in Chloroformdampf. . ...... .... .73 
Nach 24 Stunden Stehen an der Luft .......2.2.2.2. =. 62 
Nach Entfernung der Belastung. .........2.2....4i 
Kontrolle : 
eo eg Gg ele bh 6 Se oe ek we 3 ee. Se 
Luthier, 
Nach 8 Stunden Hangen an der Luft .......2.2.2. . 61 
Nach weiteren 24 Stunden Hangen an der Luft . .. . . . . 61,5 
Nach Entfernung der Belastung. .......:..24+s%2e+ce88 40 


Versuche mit Nackenband (Rind). 


a) Quellung in Formamid. 

Ein Streifen Nackenband vom Querschnitt 2 x 3mm wurde in ein 
5U%ige Formamid-Wassermischung mit einer Belastung von 50g ein- 
getaucht. 

Lange vor dem Eintauchen mit 50g Belastung 8,2 em. Nach 1 Stunde 
Verweilen in der Formamidlésung 8,7 em (deutliche Quellung). Das Band 
wurde jetzt in destilliertes Wasser eingehangt: Lange mit 50g Belastung 
nach 1 Stunde 8,2 cm. 


b) Entquellung in Glycerin. 
Ein Streifen Nackenband vom Querschnitt 2 x 3mm wurde mit 100 g 
Belastung in Glycerin (D. A. B. 5) eingehangt: 


Linge vor dem Einhangen mit 100g Belastung. . . . .9,9em 
Nach 2 Stunden Verweilen in Glycerin. . . . . . . . .8,9em 


Das hart und unelastisch gewordene Band wurde jetzt in destilliertes 
Wasser eingehangt. 

Lange mit 100g Belastung nach 1 Stunde... .. . .9,9¢em 

Die Versuche bestatigen also vollkommen die auf 8. 272 gezogene 


SchluBfolgerung. 


Beim Erwarmen wird bei allen lyophilen Kolloiden Lésungsmitte! 
aus dem Kolloid ausgetrieben, was sich aus der positiven Solvatations 
wirme nach der van ’t Hoffschen Reaktionsisochore ableiten laBt. So 
fiihren wir die bekannte Verkiirzung des durch ein Gewicht belasteten 
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N.ckenbandstreifens beim Einhangen in warmes Wasser darauf zuriick., 
da} eine Entquellung eintritt, wodurch die innere Anziehungskraft 
dev vorher solvatisierten Gruppen sich 4uBern kann und eine Verkiirzung 
herbeifiihrt. 


10. Die ,,gereckten* elastischen Substanzen und das Sehnengewebe. 


Wahrend die elastischen Bander, die Faszien usw. eine hohe 
Elastizitat besitzen, sind die aus ahnlichen Stoffen (Glutin) aufgebauten 
Sehnen kaum elastisch. Sie erhalten Elastizitat bei Schrumpfung 
durch Hitze. Den gleichen Gegensatz finden wir bei dem gewéhnlichen, 
elastischen Kautschuk und dem sogenannten gereckten Kautschuk. 

Wie Feuchter! gefunden hat, kann man vnvulkanisierten Kautschuk 
auf ein Vielfaches dehnen, wenn man ihn langsam in warmem Wasser 
streckt und dann abkiihlt. Er behailt dann bei gewéhnlicher Tem- 
peratur seine gestreckte Form bei und zeigt keine nennenswerte 
Elastizitat, dagegen eine erhéhte Reibfestigkeit. Beim Erwiarmen 
zieht er sich auf ein Fiinftel seiner Lange zusammen und gewinnt die 
urspriingliche hohe Elastizitat des Kautschuks zuriick 

Der gereckte Kautschuk ist réntgenographisch gut untersucht ?. 
Er besteht fast nur aus gittermaBig geordneten Hauptvadlenzketten, 
die in der Dehnungsrichtung der Linge nach liegen. Dementsprechend 
zeigt er starke Doppelbrechung, laBt sich leicht spalten und splittert 
in der Kalte beim Zerschlagen mit dem Hammer, kurz, zeigt aus- 
gesprochen faserigen Bau. All diese Eigenschaften schwinden beim 
Erwarmen. 

Quellmittel, z. B. Chloroformdampf, haben den gleichen Effekt 
wie Warme: Die Kontraktion wird ausgelést. Das Quellmittel ver- 
indert also die Lange des gereckten Kautschuks in anderem Sinne 
als die des ungereckten: Gereckter Kautschuk kontrahiert sich, ge- 
wohnlicher Kautschuk erschlafft. : 

Man muB sich wohl vorstellen, daB die durch starken Zug gitter- 
maBig geordneten Ketten ein einphasiges, kristallahnliches Gebilde 
darstellen, in welechem die innermolekularen Kontraktionskrafte der 
Ketten nicht zur Sprengung des festen Gittergefiiges ausreichen. Er- 
héhte Temperatur oder richtiger erhdhte Warmebewegung der Ketten, 
ferner Quellmittel lockern den festen Zusammenhang, so daB Kon- 
traktion eintreten kann. 


1 Kautschuk 2, Heft 7. 8 9, 1926; 8, 372. 1927; 4, 103, 118, 1928. 

2 Katz, Naturw. 13, 410, 1925; Hauser und Mark, Kolloidchem. Beitr. 
22, 63; 23, 64, 1926; S. Hauser, Kautschuk 3, 228, 1927; K.H. Meyer und 
H. Mark, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 1939. 1928; H. Mark und 
S.v. Susich, Wolloid-Zeitschr. 46, 11, 1928. 
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Die Sehnenfaser zeigt nun ein ahnliches Verhalten wie der Kau 
schuk, wie die folgenden Versuche zeigen: Ein Stiick Rindssehne. « 
aus der Mitte einer Kniesehne des Rindes herausgeschnitten ist. | 


las 
Kon 
trahiert sich beim Kinhangen in Wasser von 70 bis 80° ziemlich sch; el] 
auf einen Bruchteil seiner Lange und gewinnt kautschukahnlicly 
Klastizitat. Das Verhalten ahnelt zum Verwechseln dem des gereckte 





Abb. 10a. Sehne (Kniesehne des Rindes) 


Abb. lla. Gereckter Kautschuk. 





Abb. 10b. Dasselbe Stiick Abb. 11b. Dasselbe Stiick 
t. . . ale ‘ : : we 
Sehne in heifbes Wasser (75°) getaucht Kautschuk in heifies Wasser (75°) getauc! 


Kautschuks, wie durch die Abb. 10 und II illustriert wird. Saubere: 
gelingt dieser wie die folgenden Versuche mit diinnen, etwa 0,2 mn 
dicken und 5 bis 10 cm langen Faserchen aus der Sehne. Die vorsichtig 
in 67° warmem Wasser auf ein Viertel ihrer Lange geschrumpfte Sehnen 
faser 14Bt sich durch langsames Dehnen abwechselnd in warmem und 
kaltem Wasser bis auf die urspriingliche Lange zuriickdehnen, ja selbst 
auf gréBere Langen hinaus. Sie verliert dabei fast ganz ihre Elastizitat 
und nimmt wieder die Eigenschaften der unbehandelten Sehne an 
Dies Verhalten ist analog der Verwandlung des gereckten Kautschuk: 
in gewohnlichen Kautschuk und der Riickverwandlung in gereckte: 
Kautschuk. Ebenso wie es méglich ist, auch gereckten Kautschu! 
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noch weiter zu dehnen, kann man auch ungeschrumpfte Sehnen in 
warmem Wasser noch iiberdehnen. 

Die Sehnenfaser wird auch durch Quellmittel zur Verkiirzung 
gebracht. Ein nur 5 bis 10 Minuten in 30° warmem Formamid oder in 
konzentrierter Ameisensdaure eingelegtes Faserchen kontrahiert sich 
auf 4/, bis 1/, und gewinnt eine kautschukahnliche Elastizitat, ein 
Versuch, der die Analogie zum Verhalten des gereckten Kautschuks 
gegentiber Quellmitteln zeigt. Andererseits erschlafft das dem amorphen 
Kautschuk entsprechende elastische Band ebenso wie dieser durch 
Quellmittel. Auch in der Spaltbarkeit, der Doppelbrechung und dem 
{éntgenogramm zeigt sich volle Analogie zwischen Sehne und ge- 
recktem Kautschuk. Wir méchten nach alledem auch bei der Sehne 
einen gut geordneten Zwangszustand der gedehnten, parallel gelage rten 
Hauptvalenzketten annehmen. 

Wir kommen somit zu dem SchluB, daB verschiedene mechanische 
Eigenschaften verwandter Gewebe, wie es Faszien, elastische Bander einer- 
seits und Sehnen andererseits sind, nicht auf chemischen Verschiedenheiten 
heruhen miissen, sondern lediglich durch die Anordnung der Eiweif- 
ketten bedingt sein kénnen, die im gereckt-unelastischen oder im amor ph- 
lastischen Zustande vorliegen kénnen. Wir méchten ferner annehmen, 
daB bei der Erzeugung der Sehnenstruktur im Organismus ;der mecha- 
nische Zug eine Rolle mitspielen kann. 

Erwahnenswert scheint uns noch, daB die viel bearbeitete Quellung 
der Sehne durch verdiinnte Sauren nur einen Teil des Sehnengewebes 
beriihrt, denn die bei Formamid und Ameisensaure so auffallige Kon- 
traktion tritt nicht ein, sondern nur eine andersartige Verkiirzung um 
einige Prozente. Der gittermaBig geordnete Bestandteil der Sehnen- 
substanz bleibt bei der Saurequellung erhalten, wie die réntgeno- 
graphische Beobachtung zeigt, woraus man nach: Katz eindeutig 
schlieBen kann, daB die gittermaBig geordneten Micelle nicht permutoid 
gequollen werden; demgegeniiber verschwindet das Réntgenogramm 
bei der Behandlung mit Formamid, woraus der permutoide Charakter 
dieser Quellung hervorgeht. 


11. Die Muskelkontraktion. 


Die EiweiBe derjenigen Substanzen, die die elastischen Sehnen und 
die Bander aufbauen, sind verhaltnismaBig reich an Amidosauren, welche 
keine basischen oder sauren Gruppen im Uberschu8 enthalten. Dem- 
entsprechend sind auch in den nativen EiweiBen des Bindegewebes 
relativ wenig freie Amido- und Carboxylgruppen enthalten, was sich 
z. B. an der geringeren Farbbarkeit des Bindegewebes gegeniiber dem 
Muskelgewebe erkennen ]aBt. Demgegeniiber ist gerade im Muskel- 
eiweiB viel Glutaminsiure und viel Arginin und Lysin vorhanden, 


18* 
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woraus ein EiweiBkérper gebildet ist, der den Charakter eines vic}. 
wertigen amphoteren Elektrolyten hat. 

Nach den sorgfaltigen Untersuchungen von Hiirthle! kann kein 
Zweifel mehr sein, daB der doppelbrechende Anteil der Fibrillen dic 
eigentliche kontraktile Substanz darstellt. Da ihre Doppelbrechung 
sich bei der Kontraktion vermindert und das Faserdiagramm ver 
schwindet, schlieBen wir, da8 die parallel liegenden gestreckten Hauyt 
valenzketten der erschlafften Fibrille bei der Kontraktion ihre Paralle|. 
ordnung verlieren. Nun wird bekanntlich die Kontraktion und dic 
Erschlaffung des Muskels durch eine blitzartig eintretende Anderung 
des Aziditatsgrades der Muskelfliissigkeit hervorgerufen. Dies kénnte 
man im Sinne der Saurequellungstheorie mit der Formanderung de; 
Ketten in folgenden Zusammenhang bringen: Die parallel gelagerten 
und an vielen Stellen durch Briickenbindungen vernahten Haupt 
valenzketten werden an den zwischen den vernihten Stellen liegende 
Punkten stark solvatisiert und auseinandergedrangt, so daB eine Ver- 
kiirzung auftritt. Diese Deutung scheint uns wenig wahrscheinlich. 
zumal sie die Verkiirzung auf einen Bruchteil nicht zu erkliren vermag 
Wir méchten vielmehr folgende Arbeitshypothese aufstellen: Der iso 
elektrische Punkt bewirkt, wie wir es an den Polypeptidketten ausgefiihrt 
haben, Anziehung der Ionen des Zwitterionensystems und damit cin: 
starke Kontraktion der Keiten. Ist der Muskel und damit auch die Kett: 
und das aus diesen gebildete Micell an der Kontraktion passiv gehindert 
so entsteht ein Spannungszustand. 

Umgekehrt wird ein Abweichen vom isoelektrischen Punkt zur 
AbstoBung der an den Ketten verbleibenden Ionen, damit zur Streckung 
und zur aktiven Verlangerung der Ketten und weiter der aus ihnen ge- 
bildeten Micelle und Fibrillen fiihren. Ob die Abweichung vom iso- 
elektrischen Punkt nach der alkalischen oder der sauren Seite hin 
erfolgt, ist fiir das Prinzip dieser Anschauung ohne Bedeutung. 

: Wir kénnen folgende Uberschlagsrechnung iiber die in Betracht 
kommenden Entfernungen anstellen. Das saure wie auch das basische 
Aquivalentgewicht der meisten EiweiBkérper betragt rund 10002: 
dies bedeutet, da auf einen Kettenanteil vom Molekulargewicht 1000 
eine freie Amido- und eine freie Carboxylgruppe kommen. Da ei 
Kettenanteil vom Gewicht 100 etwa einem Amidosiurerest entspricht. 
der die Linge 3,5A hat, so hat der Anteil vom Gewicht 1000 eine 
Lange von etwa 35A. Daraus kann man ableiten, daB an den 
langen Ketten die Amidogruppen und Carboxylgruppen § durch- 


1 Die Struktur der quergestreiften Muskelfasern von Hydrophilus. 
Bonn 1909, 8S. 49. 
2 Pauli-Valké, Eiektrochemie der Kolloide S. 383. 





schn 
sierte 
(mitt 
yon 

deut 
Hert 
maxX! 


in W 


Trai 
maB 
Neu 
dure 
bere 
3786 
Mile 
Arbe 
und 


und 
spre 


der 

mec 
unsé 
spre 


bei 
elek 
ione 
der 
100 
tom 
(etv 
L.1 
des 
unn 
ver! 
dar: 
bur 








vic |- 


kein 
1 clie 
hung 
ver- 
uypt 
alle]. 
— dlie 
rung 
hnte 
dey 
rten 
upt 
iden 
Ver- 
lich, 
nag. 
iso 
lihrt 
Pane 
“ett 


le ri 


Zur 
ung 
oe. 
g 
iso- 


hin 


cht 
che 
()2- 
DOO 
ein 
‘ht 

ine 


len 


lus. 





Feinbau, Festigkeit und Kontraktilitaét tierischer Gewebe. 279 


schnittlich 17 A voneinander entfernt sind. Im Zustande des desolvati- 
sierten Zwitterions kénnen sie sich nun auf etwa 2 A Entfernung niéhern 
(mittlerer lonenabstand in Kristallgittern), so daB also einer Entfernung 
von 17A nunmehr eine Entfernung von 2A gegeniibersteht; dies be- 
deutet eine Verkiirzung der Ketten auf maximal etwa 15°,. Beim 
Herbeifiihren des isoelektrischen Punktes kann pro [Ionenpaar eine 
maximale absolute Verkiirzung von etwa 30A in der Kette auftreten; 
in Wirklichkeit wird man 10 bis 20 A rechnen kénnen. 


Man kann nun auch tiberschlagen, ob die tatsachlich auf ein Molekiil 
Traubenzucker bzw. Glykogen geleistete Arbeit sich gréBenordnungs- 
maBig ergibt, wenn man die aus dem Zucker gebildete Milchsiure zum 
Neutralisieren von Ionen an Ketten sich voll ausnutzen 14Bt und die 
durch die Kontraktion der Zwitterionenketten gewinnbare Arbeit 
berechnet. 1g Traubenzucker kann bei der voélligen Verbrennung 
3785 cal liefern. Nach Meyerhof und seiner Schule entsteht nun zunichst 
Milchsaure, diese fiihrt in einer noch ratselhaften Weise zur mechanischen 
Arbeit und wird dann zu vier Fiinfteln in Zucker bzw. Glykogen regeneriert 
und nur zu einem Fiinftel véllig verbrannt. Um 1 g Milchsaure entstehen 
und wieder verschwinden zu lassen, werden also nur '/; g Zucker ent- 

3785 
sprechend einer Gesamtenergie von ——- = 757 cal verbraucht. Von 


0 / 
der verbrauchten Gesamtenergie sind 25°, erfahrungsgemaB in 
mechanische Arbeit verwandelbar, und wir haben also zu priifen, ob 


unser Modell die Ausnutzung von einem Viertel jener 757 cal, ent- 
sprechend 189 cal, als maximale Arbeit erlaubt. 


Stellt man sich die Frage nach der GréBe der Gesamtenergie, die 
bei dem Auftreten der Milchséure in der Muskelsubstanz durch die 
elektrostatische Energie der sich nihernden (bzw. abstoBenden) Zwitter- 
ionenladungen (bzw. gleichnamigen Ladungen) geliefert wird, so fallt 
der Umstand auf, daB in der Warmebilanz Meyerhofs! etwa 60 bis 
100 cal pro Gramm Milchséure unaufgeklart blieben. Diese Warme- 
ténung soll sich der ,,Entionisierungswarme‘ des Proteins anschlieBen 
(etwa 140 cal pro Gramm Milchsaure), die, wie besonders durch 
L. Ebert® betont wurde, im wesentlichen die Neutralisationswirme 
des Wassers darstellt und daher im Sinne unserer Annahme nicht 
unmittelbar die Energie zur Kontraktion liefern kann. Wir méchten 
vermuten, daB die Liicke von 60 bis 100 cal diejenige Gesamtenergie 
darstellt, die bei der Kontraktion als elektrostatische Energie ent- 
bunden wird. 


1 Handbuch der Physik 21, 246, 1926. 
2 L. Ebert, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 358, 1926. 
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Die Diskrepanz zwischen Gesamtenergie und freier Enregie (149 
—100 bis 189—60 cal) wiirde bedeuten, daB der unter Arbeitsleistuny 
sich kontrahierende Muskel auf Kosten der Umgebung, d. h. auf Kosten 
der iibrigen chemischen Prozesse, Warme aufnimmt; mit anderen 
Worten, daB der eigentliche Kontraktionsmechanismus unter Ab.- 
kiithlung arbeitet. Das entspricht durchaus dem Befund von Hartre: 
und Hill', wonach sich der Muskel wahrend der passiven Dehnung 
erwarmt. In diesem Zusammenhang sei auch an den Kautschuk er. 
innert, der bekanntlich bei der Dehnung eine erhebliche Warmemenge 
abgibt. 

Andererseits 1aBt sich die Coulombsche Energie der Kontraktion 
auf Grund der entwickelten Vorstellung abschitzen. Man kann dafiir 
je nachdem, ob man sich den Vorgang in einem wasserfreien Medium 
(Dielektrizitatskonstante = 1) oder aber in einem rein wiasserigen 
Medium (Dielektrizitatskonstante = 80) abspielen denkt, einen 
Maximalwert und einen Minimalwert berechnen. In dem ersten Falle 
wiirden die entgegengesetzten Ladungen des Zwitterions sich so weit 
nahern kénnen, wie die Ladungen in den Kristallen, und man erhielte 
als Coulombsche Energie pro Mol Milchsaure (d.h. pro Aquivalent- 
gewicht Protein) eine GréBe gleich der mittleren Gitterenergie der 
binaren Salze, also rund 200000 cal. Im zweiten Falle wiirden die 
Ammonium- und Carboxylionen des Proteins sich nur bis auf den 
Abstand der Hydrathiillen nahern kénnen, und ihre Energie wiirde 
rund 1000 cal liefern. 

Vergleicht man diese Werte mit dem auf Grund der Liicke in der 
Meyerhofschen Bilanz oben angegebenen Wert der Gesamtenergie 
(5000 bis 9000 cal pro Mol Milchsaure), so sieht man, daB die Schatzung 
unter der Annabme, da8 sich die EiweiBkette des Muskels nach der 
Kontraktion in einem nicht vollstandig dehydratisierten Zustande, 
jedoch auch nicht in rein wasserigem Medium gelést befindet, eine 
gréBenordnungsmaBige Ubereinstimmung liefert. Die Annahme ist 
durchaus plausibel. 

Wir kénnen also die Feststellung machen, daB die hier angegebene 
spezielle Vorstellung tiber denjenigen Mechanismus, durch welchen 
die chemische Energie in dem Muskel in mechanische transformiert 
wird, sich widerspruchsfrei und zwanglos in den Rahmen fiigt, der 
durch die von Meyerhof und Hill aufgestellte Energiebilanz gegeben ist. 


Wir kénnen weiter eine Uberschlagsrechnung anstellen iiber die Anzah! 
der im Muskel vorhandenen Hauptvalenzketten, die am Kontraktions- 
vorgang teilnehmen. Da der Querschnitt jeder Kette etwa 50 A? betragt 
und man schatzen kann, daB 10% des Muskelquerschnitts wirklich von 
Eiwei8substanz, der Rest von Quellmittel, Lipoiden usw. ausgefiillt ist, 





1 Journ. of Physiol. 56, 367, 1922. 
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. . : dco ilinind ail iS Biweif. 
so entfallen auf 1 qem Muskelquerschnitt 10-80 10—%6 = 2° 10'* EiweiB 


ketten. Wir nehmen weiter an, da 1 qcem Muskel eine Belastung von 

etwa 10kg im kontrahierten Zustand noch gerade tragen kann, und 

berechnen, wieviel Energie man erfahrungsmaéBig braucht, um diese 10 kg 

iiber die Strecke von 10A zu heben, und wieviel Ionen dabei gebildet 

werden. 10kg iiber 10A sind 10—* m.kg, entsprechend 2,5. 10—* cal; um 

diese aufzubringea, werden, da die Energieausnutzung auf 25% zu ver- 
10. 10-% 


anschlagen ist, 10.10—-*cal Gesamtenergie, entsprechend — Mole 
600 000 


Glucose gebraucht. Da diese Menge Glucose der zehnfachen Menge Milch- 


b : ; : 10.10-% . 10 
siuremole entspricht, so mu man bei obiger Leistung - Mole 
600 000 


Milchséure oder (durch Multiplikation mit der Loschmidtschen Zah|) 
10. 10-* . 10.6. 10% 
600000 
ionen rechnen. Da auf die oben angenommene Hubhéhe von 10 A nur 
je ein Ion an einer Kette kommt}, ist die Zahl von 1 . 10" gleichbedeutend 
mit der Zah] der arbeitenden Hauptvalenzketten pro qem. Hiernach wiirden 
1.101? 
2.1018 
Bei 20A Hubhéhe erhalt man 10%. 


= 1.10'* Einzelmolekiile Milchsiure oder Einzel- 


== 5% des vorhandenen Eiweibes aktiv die Kontraktion bewirken. 


DaB die Menge der wirklich wirksamen Hauptvalenzketten relativ 
gering ist, ist nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, daB nach 
Hiirthle? nur ein Bruchteil der Muskelsubstanz aus den die Kontraktion 
bewirkenden Fibrillen besteht. 

Wir messen diesen rechnerischen Uberlegungen keine groBe Beweis- 
kraft zu; sie zeigen aber immerhin, daB unsere Annahme zu keinen 
unméglichen Konsequenzen fiihrt, die ihr den Boden entziehen wiirden, 
waihrend die bisherigen Theorien einer genaueren Diskussion nicht 
standgehalten haben. 


Den Herren E.Gross, H. Hopff, H. Mark, G.v. Susich, E. Valko 
bin ich teils fiir wertvolle Beratung, teils fiir experimentelle Unter- 
stiitzung zu Dank verpflichtet. 


1 Vgl. S. 279 oben. 
2 l.c., S. 52. 





Chemische Verfahren zur Qualitatsbestimmung des vom Schwein 
produzierten Talgfettes. 


Von 


P. 1. Medwedtschuk. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Tierzuchtsektion der Nord- 
Kaukasischen Regionalen Landwirtschaftlichen Versuchsstation Rostow a. D.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Als eine der Hauptbedingungen fiir die Schweinemast (zur Ge- 
winnung von Fleisch, Bakon, Talg und Speck) erscheint die rationelle 
Verwertung der Futterstoffe bei maximalem Auftreten des End- 
produktes (Talg — Fleisch); tiberdies miissen auch die qualitativen 
Anforderungen der Konsumenten befriedigt werden. 

In speziell angestellten Tierversuchen wird unter Beriicksichtigung 
und genauer Bestimmung der Qualitaét und Quantitét der Produktion 
eine entsprechende Charakteristik des untersuchten Futters (bei sonst 
gleichen iibrigen Bedingungen wie: Rasse, Geschlecht, Alter und Pflege) 
gegeben. In diesen Fallen wird die Quantitat der Produktion durch 
zootechnische Bewertung (im einzelnen durch die Quantitat der Stiérke- 
aquivalente in bezug auf eine Gewichtszunahmeeinheit) und die Renta- 
bilitat der angewendeten Mast durch dkonomische Betrachtungen in 
geniigender Weise kontrolliert. Was jedoch die qualitative Schatzung 
anbetrifft, so stiitzt sich diese im Hinblick auf die Analyse des Produkts 
(dies bezieht sich besonders auf den Schweinetalg) und auf die Be- 
stimmung der charakteristischen Werte auf keine absolut festen Grund- 
lagen. Daher scheint die Frage nach den Bestimmungsverfahren der 
Qualitat des Talgfettes (Entnahme der Proben, Erhalten des Fettes, 
dessen Analyse usw.) im Zusammenhang mit den Ernahrungsfaktoren 
als eine der Grundaufgaben der Schweinemast, die ihrer Lésung noch 
harrt. 

Es existieren zurzeit zwei Methoden der Schweinemast — die 
deutsche und die amerikanische! —, bei denen mit geniigender Genauig- 


1 Nach dem deutschen Verfahren wird den Tieren zwecks Gewinnung 
eines guten Produkts zuerst minderwertiges Futter dargereicht, dessen 
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keit durch die Entnahme von Talgproben von lebenden oder geschlach- 
teten Tieren vorgegangen wird, wobei sich dieser Entnahme eine che- 
mische Analyse des gewonnenen Fettes anschlieBt!. Das erste Verfahren 

die Entnahme von Talgproben von lebenden Schweinen —, das 
auBerdem methodologisch eine Reihe von Fragen zu lésen vermag 
(wie z. B. die Veranderung des Talges je nach dem Alter, die Geschwindig- 
keit der Einwirkung dieses oder jenes Futters, der Vergleich des ,,korri- 
gierenden Einflusses*‘ der einzelnen Bestandteile einer Ration usw.), 
verdient viel Beriicksichtigung. Die Operationstechnik des Aus- 
schneidens des Talges an lebenden Schweinen kann duBerst schnell 
und einfach vollzogen werden, ungeachtet der strengen Anforderungen 
von seiten der Veterinarchirurgie. 


ungeniigende Wirkung wihrend der letzten 3 bis 4 Wochen durch eine 
bessere Ration ausgeglichen wird. Nach dem amerikanischen ‘Verfahren 
werden zunichst bessere Futterstoffe angewendet und darauf minder- 
wertigere. Wir miissen hier bemerken, daB die Ergebnisse, die auf der 
Landwirtschaftlichen Versuchsstation zu Poliawa wiahrend einer Reihe 
von Jahren erhalten wurden, die Richtigkeit des deutschen Verfahrens 
bestatigten (1). 

1 Die Qualitaét des Fettes, d. h. seine Festigkeit (und infolgedessen 
auch sein héherer Gehalt an gesattigten schwer schmelzbaren Glyceriden), 
die das Endziel der hochwertigen Produktion darstellt, steht im um- 
gekehrten Verhaltnis zu seinem biologischen Wert. Je niedriger der Schmelz- 
punkt ist, desto leichter wird das Fett vom Organismus absorbiert, um so 
weniger Verlust tritt dabei ein. So weist z. B. Hammeltalg (Schmelzpunkt 51°) 
einen Verlust von 9°, auf; Schweinetalg und Butter (32 bis 40°) einen 
solchen von 21%4%. Fliissige Ole werden fast vollstandig aufgenommen 
(bei einem Verlust von 1"/, bis 2%), feste Fette dagegen, die einen Schmelz- 
punkt tiber 55° C besitzen, werden gar nicht absorbiert (2). Der Koeffizient 
der Fette [nach Ozaki (3)] weist folgende Werte auf (dieser Koeffizient 
wurde durch Fiitterungsversuche an weiBen Ratten in gewéhniicher Weise 
ermittelt, indem die Fette im Futter und in den Exkrementen quantitativ 
bestimmt wurden): 

Freie Fettsaéuren. 








Absoluter Schmelzs Absoluter Schmelz- 
Koeffizient punkt Koeffizient punkt 
Stearinsaure. . 59,3 69.0 Laurinsaure . . 97,5 44,(° 
Palmitinséure . . 63,4 62,0 ee ok ss 91,9 14,0 
Myristinsiure . . 94,8 54,0 Elaidinsaure . . 75,5 44.0) 
Triglyceride. 
Absoluter Absoluter 
Koeffizient Koeffizient 
an a ae ee 60,8 eae eae 100,7 
ene 97,0 Caprglm. . co. 98,7 
Pomme. ... 65,7 SS 100,0 
re 98,3 ee 98,7 
er or ee 98,3 








284 P. I. Medwedtschuk : 


Wir geben hier die wichtigsten Punkte des vereinfachten Verfahress 
fiir die Operationspraxis an, das von Prof. S. S. Jelenewskij vorgeschlagen 
wurde (4) und das auf der Zootechnischen Versuchsstation zu Woroneschi 
angewandt wird. Als Wesentlichstes unter diesen Operationsmomenten 
erscheint die Auswahl der Schnittstelle und die véllige Entnahme des 
Talges — der ganzen Dicke nach —, von der Haut bis zur Muskelfasziec 
(die Notwendigkeit des letzteren wird spiter erlautert werden). Dic 
Praxis hat ergeben, daB es am leichtesten und bequemsten ist, an dem 
Schinken zu operieren, da dort die Talgschicht genug entwickelt ist 
und der schwache Blutergu8 die Sauberkeit der Arbeit erleichtert'. 
Als sehr geeignet erweist sich das Operieren hinter dem Schulter- 
knorpel. An dieser Stelle ist die Talgschicht besser ausgebildet als 
auf dem Schinken, was die Méglichkeit gewahrt, die Schnitte in dem- 
selben Bezirk mehrmals zu wiederholen. Jedoch ist hier der Blutergul 
etwas reichlicher. An der genannten Stelle wird der Anfangspunkt 
des Schnittes durch die Kreuzung von zwei parallelen Linien bestimmt, 
von denen die eine in einem Abstand von 4 bis 5em der Wirbelsaule 
parallel verlauft, die andeye sich 4 bis 5cm hinter dem Winkel des 
Schulterknorpels entlang zieht. Die Achse des Schnittes verlauft schrag, 
ungefahr lings der Linie, die den von den zwei erwahnten Linien ge- 
bildeten geraden Winkel in zwei Halften teilt. Ein Durchmesser von 
4 bis 6cm geniigt fiir den Schnitt. 

Auf Abb. 1 sind die Stelle und die Form des Schnittes dargestellt. 





Abb. 1. 


Als Desinfektionsmittel kann man eine 2°%,ige Kreolinlésung oder 
gewohnlichen Alkohol verwenden. Der Gebrauch von narkotisierenden 
Mitteln ist zu entbehren. 


1 Der Schinken wird allerdings in diesem Falle durch den Schnitt 
beschadigt, was bei Massenversuchen die Ware bedeutend entwertet. 
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Fiir die Probeentnahme wird auf dem zunachst rein rasierten 
Operationsfelde die Richtungslinie des Schnittes aufgetragen und dann 
die Haut und die unter ihr liegende Talgschicht mit einem Skalpell 
mittels einer raschen und ununterbrochenen Bewegung seziert. (Man 
muB es vermeiden, die Faszie zu verwunden!) Nach sorgfaltiger Trennung 
des Talges von Haut und Muskeln wird die Wunde mit geniigend starker 
Kreolinlésung gewaschen und mittels einer Knotennaht in Abstainden 
von je 114 bis 2cm zugenaht. Das Auflegen der Nahte ist fiir eine 
raschere Zuheilung der Wunde notwendig. Mit dem Einschmieren der 
Wundrander mit Jod und dem Bestreuen mit Xeroform wird die 
Operation beendet. Bei hinreichender Erfahrung geniigen dafiir etwa 
10 bis 15 Minuten. Die Schnittstelle heilt nach 12 bis 14 Tagen voll- 
standig zu. 

Zum Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mu8 man die Stelle der 
Probeentnahme (sowohl bei den lebenden wie auch bei den geschlach- 
teten Tieren) streng lokalisieren und niemals auBer acht lassen, daB das 
an verschiedenen Stellen und Bezirken gewonnene Fett ein und des- 
selben Schweines nicht von gleicher Qualitat ist. Die Werte, die in 
Tabelle I zusammengestellt sind, bestatigen unsere Anschauung. Dort 
werden auch die Eigenschaften des Fettes des subkutanen, Zellgewebes 
sowie der inneren Organe angegeben, die nicht die gleiche Beschaffen- 
heit aufweisen. 

Aus der Tabelle ersieht man, daB die Zusammensetzung des Fettes 
groBe Unterschiede zeigt, je nach der Stelle, von der das Fett gewonnen 
wurde (Bauch oder Riicken). So ist z. B. der Wassergehalt des Fettes 
zweimal geringer im Riickentalg als in demjenigen Fette, das aus dem 
Bauche gewonnen wurde. Die chemischen Konstanten des Schweine- 
fettes weisen geringere Verschiedenheiten auf, dennoch bestehen solche 
zweifellos. Was das Fett der inneren Organe anbetrifft, so unterscheidet 
sich dasselbe von dem subkutanen auf Grund seiner Eigenschaften. 
Im gegebenen Falle besteht die biologische Eigentiimlichkeit darin, 
daB eine direkte Abhangigkeit von der Temperatur des Tieres existiert : 
je héher die Temperatur des Tierkérpers (oder des entsprechenden 
Bezirks) ist, desto héher liegt auch der Schmelzpunkt des Fettes, das 
sich an dieser Stelle befindet (mithin auch um so niedriger die Jodzahl). 
Dagegen weist das Fett des subkutanen Zellgewebes, das den am meisten 
der Kalte ausgesetzten Teil des Tierkérpers darstellt, eine niedrigere 
Temperatur auf, und seine Konstanten ergeben entsprechende Werte. 

In der Tabelle II, in der Angaben tiber andere Tiere zusammen- 
gefaBt sind, kann man den Beweis dafiir finden, daB das periphere 
Fett im Vergleich zu dem Fett der inneren Organe eine gréBere Quantitat 
von ungesattigten Siuren besitzt (5). Das Vorhandensein von unge- 
sittigten Verbindungen im Fette verleiht ihm eine halbfliissige Be- 
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schaffenheit, die gleichsam die Rolle eines Puffers in bezug auf die Fx 
tremitaten spielt und eine Art Schutz bei auBeren Einwirkungen aii 
den Organismus darstellt. 

Es ergibt sich daraus die Notwendigkeit, das Fett nach Méglichkeit 
immer von einer bestimmten Stelle zu entnehmen. 

AuBer der verschiedenen Beschaffenheit des Fettes, je nach dem 
Kérperbereich, aus dem es gewonnen wird, mu8 man noch einen anderen 
Umstand bei der Bestimmung des Fettes in Betracht ziehen: seine 
verschiedene Zusammensetzung in bezug auf die Tiefe, d. h. die Schicht, 
aus der es stammt. Dies ist von groBer Bedeutung bei der Gewinnung 
von Proben von lebenden Tieren und auch bei der Entfernung von Haut 
und Muskeln von einem Stiick Fett, das von einem geschlachteten 
Schweine stammt. Aus Tabelle III ersieht man die Daten, die sich 
auf den schichtweisen Bestand des Fettes beziehen. 


Die Talgproben Nr. 608, 634, 636 hatten eine Dicke von ungefihr 
3 bis 4cm. Jede Probe wurde parallel der Haut in zwei Halften ze1 
schnitten. Die eine von ihnen wurde unzerteilt der Analyse unte: 
worfen, die andere wurde parallel der Haut in zwei gleiche Schichten, 
eine innere und eine auBere, geteilt (eine Halfte naher zur Haut, die 
andere naher zum Muskelgewebe gelegen). Die Probe Nr. 802 hatte 
eine Schichtdicke von etwa 8cm. Sie wurde gleichfalls in zwei Halften 
geteilt, wobei die eine unzerteilt analysiert wurde, die andere dagegen 
wurde in vier Schichten parallel der Haut zerschnitten, in die Schichten 
1, 2, 3 und 4 (von der Faszie zur Peripherie gerechnet). 


Bei der Betrachtung der Werte mu8 eine gewisse GesetzmaBigkeit 
in dem schichtweisen Bestand des Fettes hervorgehoben werden: die 
Steigerung der Quantitat der ungesattigten Sauren zur Peripherie hin 
mit entsprechender Erhéhung der Jodzahl des Fettes. Die verschiedene 
Beschaffenheit des Fettes macht eine sorgfaltige Zerteilung des zur Ana- 
lyse bestimmten Fettes notwendig, eine Regel, die ausnahmslos gilt. 

Analoge Angaben iiber den schichtweisen Bestand des Fettes 
ergeben sich aus den Versuchen von Henriques, der die Temperatur des 
subkutanen Gewebes der Schweinehaut in verschiedenen Tiefen be- 
stimmte und dabei auch die Jodzahl des Fettes ermittelte (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Temperatur und Jodzahl im Zusammenhang mit der Tiefe der Fettschicht. 





Tiefe der Fett- Tiefe der Fett- 
schicht von der | }e™mperaturder 4,441 des | schichtvonder | )e™peratur der Jodzabl des 
tt 


Oberfliache — Fettes Oberfliche | ba > ettes 
cm cm 
1 33,7 60,0 3 37,0 51,8 





2 34,8 57,1 4 39,0 50,6 
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Gewohnlich hangt die Quantitat des fiir die Analyse erforderlichen 
Fettes von der Zahl der Bestimmungen ab; fiir drei Bestimmungen 
(Jodzahl, Schmelzpunkt und Erstarrungspunkt) geniigen als Minimum 
0 g; fiir eine vollstandige Analyse sind 25 bis 40 g erforderlich. 

Nach der Entnahme der Probe muB8 ein wichtiger Umstand beriick- 
sichtigt werden, namlich die rechtzeitige Vorbereitung des Fettes fiir 
die Analyse, d.h. die Gewinnung von reinem und trockenem Fett. 

Erwahnt sei, daB der Gehalt des frischen Fettes an freien Fett- 
siuren gewohnlich gering ist und ungefaihr um 0,05°,, schwankt. Beim 
Aufbewahren des Fettes in natiirlichem Zustande und beim Einsalzen 
steigt die Aziditit bedeutend, wahrend im filtrierten Fett die Bildung 
von freien Sauren und deren Ansteigen fast gar nicht beobachtet werden. 
Diese Feststellungen sind in Tabelle V wiedergegeben, in der auch andere 
Werte, die das Schweinefett charakterisieren, angefiihrt sind. 


Tabelle V. 
Veranderungen, die im Schweinetalg und -fett bei Aufbewahrung = in 
dunklem Raume und bei Zimmertemperatur beobachtet werden. 





Probe Nr. 596 Probe Nr. 609 
Fett Fett 
Analyse : : Analyse . A 
Eigenschaften des Fettes Nach drei hem nl des Fettes Noch zwei ben 4 
des Fettes vou Monaten “— von Monaten “ 
oe nach drei —— nach zwei 
8 Monaten alg Monaten 
1 2 3 1 2 3 
Aziditat in Graden 0,69 0.74 5,25 1,06 1,05 12,81 
SS 62,55 62,00 63,30 56,64 56,00 57,62 
Schmelzpunkt . . 41,0 42.0 41,5 49.4 40,1 49,0 
Erstarrungspunkt . 26,5 26,7 24,8 29,1 28,4 28,0 
Brechungsindex. . 1,4599 1,4599 1,4607 1,4590 1,4590 1,4588 


Die erhéhte Aziditaét des aufbewahrten Talges ergibt niedrigere 
refraktometrische Werte im Vergleich zu dem frischen. Unter denselben 
Bedingungen ist die Jodzahl, die charakteristischste Konstante des 
Schweinefettes, erhéht!. In den Tabellen VI und VII sind bestatigende 
Angaben angefiihrt. 

Zu bemerken ist noch, daB die Genauigkeit der Bestimmungen 
von Werten der Refraktion und der Jodzah] durch Veranderungen 

1 Im Falle erhéhter Aziditat kann man zur Erhaltung vergleichbarer 
Ergebnisse die Jodzahl zum neutralen Fett hinzurechnen, indem man die 


Formel von Eisenstein anwendet: 
168324 ./ 


Jh ——— , 
168 324 + 38,01 .4 
wobei Jh Jodzahl von neutralem Fett, J Jodzahl von saurem Fett, 
K = Koeffizient der Aziditat bedeuten. 
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Tabelle VI. 


Refraktion der freien Fettséuren und deren Glyceride. 





Refraktometrischer 


Fettsauren und deren Glyceride Temperatur Wert (Zahl) Brechungsinde 
Freie Oleiure. .... . 4° 44,2 1.4553 
| ee 40 56.5 1.4637 
Freie Palmitinsiure . . . 75 10,3 1.4303 
Tripalmitn ...... 75 23,0 1,4409 
Freie Stearinsaure. . . . 715 11.3 14310 
Dee 3. ds ws 75 23,24 1.4402 


Tabelle VII. 
Jodzahl der Fettséiuren und deren Glyceride, die im Schweinetalg 
vorhanden sind. 





sae Zahl der 
Bezeichnung doppelten Freie Saure Monoglyceride Diglyceride lrighyceride 
der Sauren Bindungen 
Olsiure. . . 1 90.1 71,4 81,9 86,2 
Leinsaiure. . 2 181.4 143.5 164.9 173.6 
Linolsaure . 3 274.1 216,5 249.0 262,2 


der entgegengesetzten Ordnung beeinfluBt wird. Es existiercn Angaben 
daB die Refraktion meist bei der Aufbewahrung zunimmt (6), die Jod- 
zahl dagegen (unter dem EinfluB von Licht und Luft) sinkt (7). Die 
ungeniigende Aufklarung der bei der Aufbewahrung des Talges sich 
abspielenden Prozesse, die durch verschiedene, die Zusammensetzung des 
Talges beeinflussende Faktoren (Temperatur, Wasserprozentgehalt, Gra« 
der Salzung usw.) bedingt werden, einerseits, und das Auftreten von 
Veriinderungen, die bei der Aufbewahrung des Talges beobachtet 
werden, andererseits, geben uns, wie hier betont sei, kein Recht, dic 
Analyse des Talges aufzuschieben. Deshalb empfiehlt es sich, sogleich 
nach der Entnahme der Probe die Untersuchung vorzunelhmen oder den 
Talg zur Analyse vorzubereiten, d.h. filtriertes und getrocknetes 
Fett zur Verfiigung zu haben. 

Fiir die Bestimmung von Fett aus frischem Talg kann man das 
Verfahren der Extraktion anwenden mit vorhergehender Behandlung 
des Talges mit Alkohol!, gegen das sich in Fallen von Einzelanalysen 
gar nichts einwenden |aBt. Bei Anwesenheit grober Materialmengen ist 


! In den Zellen des lebenden Gewebes bilden das Fett und das Wasse! 
eine Emulsion, was die Extraktion des Fettes durch Ather erschwert 
Deshalb ist es erforderlich, fiir die vollstaéndige Gewinnung des Fettes 
aus den Zellhauten, in denen sich das Fett aufgeschwemmt befindet, « 
erwahnte Behandlung vorzunehmen, zur Zerst6rung der lastigen Emulsio 
und zur Dehydratisierung der im Wasser gelésten Eiweibstoffe, welche div 
Analyse stéren (8) und (9). 
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hingegen diese Methode weder technisch noch 6konomisch zu empfehlen. 
\uBerdem wird die Operation durch die Extraktion von in Ather 


> es handelt sich um Schwefelither, der fiir gew6hnlich zum Extrahieren 
de 








iwewendet wird) schwer léslichen Fettbestandteilen —- Palmitin und 
2 Stearin - bedeutend verlangert. Viel bequemer als die erwahnte Methode 
der Fettgewinnung erscheint das Verfahren des vorhergehenden Aus- 
: schmelzens (woméglich in einem Vakuumapparat) bei einer Temperatur 
‘) von 80 bis 90°C mit nachfolgender Extraktion der Grieben mit Hilfe 
irgend eines Lésungsmittels. Allerdings erfordert auch dieses Verfahren 
viel Zeit, und es ist keineswegs sehr einfach. 
ale Die erwahnten Schwierigkeiten veranlaBbten mich zur Ausarbeitung 
eines vereinfachten Verfahrens der Fettgewinnung aus dem Schweine 
_—— talg. Als Ergebnis wurde von mir ein spezieller Apparat fiir die Aus- 
crid¢ , 
Pr 
Al) 
2 
aben 
Jod- | 
Die 
sich 
g des 
Grad 
von | 
chtet 
cde 
eich 
r den 
netes 
Abb. 2. 
1 das 
llung pressung und Filtration des Talgfettes in heibem Zustande vorgeschlagen, 
lysen der im vorliegenden Falle die Extraktion ersetzen soll (Abb. 2 und 3). 
gy Kurz beschrieben besteht diese Presse aus fiinf Hauptteilen 
: (s. Abb. 3): 
assel 
wert 1. Aus einem Zylinder mit einer Messingmuffe, die als Warmungs- 
‘ettes wanne dient. Die Kapazitit der Muffe betragt 280 ccm. 
fr, a 
sion 2. Der eigentlichen Presse, einem Kolben, der oben langs seiner 
elit Peripherie einen angeléteten Rand besitzt. der mit dem inneren Vor- 


sprung der Presse eine Sicherheitsvertiefung fiir die Ansamm!ung von 
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Fett bildet, das bei Uberfiillung des Apparates wahrend der Arbeit 
geringen Mengen dorthin eindringt. 

3. Einer Muffe (dem Deckel) und einer Schraube, die entsprechen 
Schraubengange besitzen. 

4. Einer durchlécherten Platte (Boden des Zylinders), in der die 
Offnungen (20 Stiick) einen Durchmesser von ungefahr 2 mm _ haben 
Durch dieselben wird das Fett gepreBt. Die Platte hat eine etwas kon 
vexe Form (nach unten), um ein ZerflieBen des Fettes auf der Oberflache 
zu vermeiden. 

5. Einem DreifuB, in den der Apparat eingesetzt und eingeschraubt 
wird. 

6 stellt einen Fladen dar, der aus dem Talg nach der Pressung 
gewonnen wurde, und der aus Zellhauten besteht. 





Abb. 3. 


Die Einzelheiten des Apparates sind aus den Abb.4 und 5 er- 
sichtlich. 

Die Erwirmungswanne hat zwei Offnungen: in die eine wird 
Glycerin hineingegossen, die andere ist fiir das Thermometer bestimmt 
Innerhalb der Wanne verlauft von unten nach oben ein kleines Schlangen 
rohrchen, das die Warme gleichmabig tiber den ganzen Apparat verteilt. 
Als Warmequelle kann eine kleine Spirituslampe dienen. Die Tem 
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peratur des Glycerinbades muB 80 bis 90° erreichen. Innerhalb des 
Zvlinders befindet sich unten ein kleiner Vorsprung, auf den man die 
durchlécherte Platte (den Boden des Zylinders) legt; oben an der 
iuBeren Seite desselben sind drei sektorférmige Vorspriinge angebracht, 
an die sich beim Zuschrauben der Muffe (des Deckels) drei Halter 
(Krallen) anhaken, welche diese Muffe fortsetzen. 

Der Arbeitsraum des Zylinders betragt 300cm. Ein sechsseitiger 
Giirtel, der etwas niedriger als die erwaihnten Vorspriinge angebracht 
ist, dient als Stiitzpunkt des Zylinders an dem DreifuB. Der Zylinder 
wird in den DreifuB, der an eine Tischplatte fest angeschraubt ist, von 
unten eingefiihrt und mittels dreier 
Schrauben an dem erwahnten Giirtei 
befestigt. Der Kolben (die Presse), 
der auf der Abbildung ‘gesondert 











dargestellt ist, ist fiir gewéhnlich 
mittels zweier Schraubchen mit dem 
unteren Teile der Pressenschraube 
vereinigt, indem er sich frei dreht. 


Abb. 4. Abb. 5 


Vor dem Beginn der Fettextraktion aus dem rohen Talg mittels 
der Presse muB die entnommene Probe zuerst (falls erforderlich) 
gereinigt und dann zweimal durch eine gewohnliche Fleischmaschine 
durchgelassen werden. Von der auf diese Weise gewonnenen Farce 
wird erst ein kleinerer Teil fiir die Bestimmung des Gehalts an Wasser, 
Fett und Zellhauten mit Hilfe der gew6hnlichen Verfahren genommen. 
Der gréBere Teil wird fiir die Auspressung verwendet. In Fallen von 
kleineren Proben (10 bis 15 g) kann die Verwendung der Fleischmaschine 
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ausbleiben, die Probe wird dann in kleinere Stiicke zerschnitten und 
einfach in einem Morser zerstoBen. 

Die Technik der Arbeit mit der Filterpresse besteht darin, daj 
die Farce je nach der GréBe der Einwage entweder direkt in den Apparat 
kommt, in dem das Fett gepreBt wird, oder erst (bei einer Einway: 
von 50 bis 100 g) in einen Vakuumapparat oder Schrank zum Trockne) 
bei einer Temperatur von 80 bis 90° gestellt wird. Das ausgeschmolzene 
Fett wird nach seiner Absonderung im Thermostaten durch einen kleinen 
Trichter filtriert, und der zuriickbleibende Teil (die Grieben) wird 
ausgepreBt. Sowohl im ersten wie auch im zweiten Falle wird dix 
EKinwage der Talgfarce vor dem Ubertragen in den Apparat sorgfiiltig 
mit Gaze umwickelt und in solecher Weise in den Apparat gebracht 
(und zwar in den Zylinder), wo sie nach geniigender Anwairmung vor 
sichtig gepreBt wird. In den Fallen, in denen das Fett in dem Apparat 
filtriert werden muB, wird unten auf die durchlécherte Platte eine 
Schicht Gaze mit einer Scheibe aus Filtrierpapier gelegt, darauf wird 
dann das Talgpaket gestellt. Um das Durchdriicken von Hauten 
durch die Lécher der Platte zu vermeiden, muB eine entsprechend 
Menge von Gaze benutzt werden. Man kann auch auf den Zylinderboden 
vorher ein diinnes Metallnetz von geeigneter Form legen. 

Gewohnlich nimmt die Auspressung nicht mehr als 5 bis 10 Minuten 
in Anspruch. Das gewonnene Fett wird sorgfaltig getrocknet und nétigen 
falls durch einen gewohnlichen Trichter abfiltriert. Die ganze Arbeit der 
Gewinnung des Fettes kann durch eine vorlaufige Trocknung der Talg- 
farce und ein getrenntes Filtrieren des ausgeschmolzenen Fettes be 
schleunigt werden. In diesem letzteren Falle verlauft die Auspressung 
des in den Grieben zuriickgebliebenen Fettes durch den Apparat vie! 
schneller und besser, und der Verlust ist geringer. 

Damit ist die Vorbereitung des Fettes erledigt, und dasselbe kann 
unmittelbar darauf untersucht werden. 

Die Reinigung de’ Apparates nach der Arbeit ist auBerst einfach 
und geht sehr rasch vonstatten, da die Presse leicht auseinande: 
genommen werden kann. Die einzelnen Teile kénnen mit in Benzin 
(oder in ein anderes Lésungsmittel) eingetauchter Watte gereinigt 
werden, oder man kann dieselben auch einfach darin waschen. 

Der Rest des Fettes in dem flachen Fladen (1,2 bis 2 °,,) beeinflulit 
die Analysenergebnisse in keiner Weise, was aus der Tabelle VII! 
ersichtlich ist. Dort werden alle vorlaufigen technischen Variationen 
mit den chemischen Bestandteilen des Fettes, das durch Extraktion 
mit Schwefel- und Petrolather aus Talg gewonnen wurde, verglichen 

Es empfiehlt sich somit nicht, fiir die Gewinnung des Fettes das 
iibliche Verfahren der Filtration der Talgfarce anzuwenden, da hierbei 
ungenaue Ergebnisse fiir die darauf folgende chemische Analyse des 
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Fettes kaum vermieden werden kénnen. Das _ Pressungsverfahr 
dagegen ergibt in der Praxis keinen Unterschied im Vergleich mit di 
Extraktion und beschleunigt dabei wesentlich die ganze Arbeit. 

In soleher Weise gewahren die einfache Technik der Entnahme yo), 
Talgproben von lebenden Schweinen und das vereinfachte und _ }x 
schleunigte Verfahren zur Gewinnung von Fett die Méglichkeit de; 
Durchfiihrung einer Reihe von Tierversuchen und der Ausfiihrung von 
ununterbrochenen Massenanalysen. Bei der Untersuchung des Taly 
fettes zum Zwecke der Schitzung entsteht jedoch folgende wesenutliche 
Frage: Was fiir ein Koeffizient oder was fiir eine Zahl kann als 
Bestimmung fiir sein qualitatives Festigkeitskriterium gelten? In 
diesen Fallenempfiehlt es sich fiir gewohnlich, fiir eine genauere Charakte- 
ristik der Fetteigenschaften den Koeffizienten von Hiibl anzuwenden. 
So charakterisiett z. B. die amerikanische Skala der Bakonsklassen die 
Festigkeit des Talges durch die Jodzahl (s. Tabelle IX). 


Tabelle 1X. 





Bakonsklassen Jodzahl Bakonsklassen Jodzahl 
lest 63,0 Weich 77,0 
Mittelfest 68,0 Talgig 88,0 
Mittelweich 71,0 


In der Tat erscheint die Bestimmung der ungesiattigten Sauren, 
deren Vorhandensein die Konsistenz des Fettes so stark verandert., 
als ein dominierender Faktor fiir die Feststellung der Fettqualitat. Die 
organoleptische Schatzung dagegen kann in diesem Falle nicht alle 
Nuancen bei der Qualitatsbestimmung widerspiegeln, und sie kann 
zusammen mit der Priifung ,,durch den Finger’, ,,aufs Antasten” 
(die in allen Bakonsfabriken so verbreitet ist, und die als Grundlage der 
Warensortierung nach der Festigkeit fiir den Auslandsexport dient), 
des subjektiven Charakters nicht entbehren. 

In den Tabellen X und XI, die gewissermaben die Genauigkeit 
der Bestimmung wiedergeben, sind folgende Angaben enthalten: In der 


Tabelle X. 





Konsistenz des Talges Geschmack des Talges 





os samnemageanes _ 

Te neh ; nicht 

oe fest mittelweich weich talgig “schmuck. wale schmacks schlecht 
687 ++ ++ | +$+4+4+ | — |4+4+4+4+/ — | ++ | - 
627 + ++ (++++4 ++ | ++ - | +4 
631 +++++) +++ —~ +4+4+4+/ 4+) — - 
629) ++ ++ t+++ | - + — | ++ | ++ 
ey ++  4$4+ + —~— $9444 ++ | - 


An der Geschmacksbestimmung nahmen sechs Mitglieder des Ausschusses teil. Die Kreuze 
bezeichnen Nummern (von jedem Mitgliede ein Kreuz). 
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Tabelle XI. 
Brechungs- Vers ee 
i Wasser! Fett Led Jodzahl index seifungss | Aziditat oo4 mel. Ere 
nD zahl kt | Starrungs- 

= punkt 
637 5,94 | 92,54 | 1,53 | 58,67 1,4591 193,1 | 0,289) 46,8° 29,4° 
627 | 5,98 | 92,62 1,40 58,19) 1,4590 1929 0,29 44.0 28,2 
631 5,94 | 92,27 1,79 | 57,94), 1,4590 191.7 0,33 43,4 27,8 
629 | 5,55 | 98,383) 1,12 | 55,42) 1,4589 192.1 0,30 46,8 29,3 
632 512 93,29 1,59 63,83 1,4600 191,7 0,26 44,9 27,5 


ersten — die organoleptische Schatzung des Talges, die von dem Sach- 
verstandigenausschu8 an der Sektion fiir Tierzucht der Versuchs- 
station (der aus acht Personen bestand) durchgefiihrt worden war, 
in der zweiten — die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Talges. 

Bei der Durchsicht der Tabelle XI ist leicht zu ersehen, daB die 
‘Bestimmung der Talgkonsistenz und die Geschmacksschatzung im 
ganzen einen recht unregelmaBigen Eindruck tiber die Qualitat des 
Produktes ergaben. Als Erganzung kann man fiir die Aufklarung dieser 
Frage noch die Tabelle XII (IX) anfiihren. 


Tabelle XII. 





Nr. de Konsist Nr. de Konsistenz 

se cy Yay Talges Jodzehl Proben ies Talges Jodzahl 
227 halbweich 69,92 231 hart 69,07 
216 hart 59,33 220 J 66,56 
215 * 64,16 233 “ 77,26 
235 z 55,49 217 halbweich 66,65 


In Tabelle XII ergeben die Proben 235 und 233 gleiche Werte fiir 
die Festigkeit, sie unterscheiden sich aber voneinander hinsichtlich der 
Jodzahl : 55,49 und 77,26, wobei die letzte Probe nach der amerikanischen 
Skala zu der Klasse des ,,weichen Bakons“ gehéren miiBte (Tabelle IX). 

Wie ersichtlich ist, gewahit auch die Jodzahl allein keine absolute 
Charakteristik der Talgfestigkeit. 

Eine einfache arithmetische Berechnung kann itiber das Fehlen 
einer bestimmten Beziehung zwischen Talgfestigkeit und Jodzahl, die 
durch die obenerwahnten Angaben der Tabelle XII wiedergegeben 
werden, aufklaren. 


Zuerst muB man den durchschnittlichen Bestand des Schweinetalgs 
in Betracht ziehen, der ungefahr folgendes Verhaltnis der Fettsauren 
in Prozenten aufweist (s. Tabelle X11]). 
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Tabelle XIII. 





Bezeichnung der Sauren Prozentgehalt Chemische Formel Schmelzpunkt 
Stearinsaure ...... 9,0 C,;H;,COOH 69,2° 
Palmitinsfure. ..... 5,3 C,,H3,; COOH 62,5 
Myristinsiure. . ... . 15,4 C,3Hg;C OOH 53,8 
Leurmere........ 12,4 C,,H,.sCOOH 43,6 
SES ieee 47,2 C,7H,,; COOH | fi as tas an 
er ee as Fo 10.7 C,,;Hs,; COOH lichee Tex — ; 
ie a , Cy7HgpCOOH |} Heher Temperatur 


Es ergibt sich, daB auf den Anteil der ungesattigten Verbindungen etwa 
60%, entfallen. 


Twitchell liefert folgende Angaben (bei der Jodzahl der Fett. 
siuren 62,75): 


Tabelle XIV. 





Bezeichnung der Sturen Prozentgehalt 
Feste Sauren ..... 40.5 
Ee Bae 49 39 
BIN 6 66 wb 10,60 


Wenn wir die Jodzah] der Olséure zu 90,1 und die der héheren 
ungesattigten Saiuren (Lein- und Linolséure) zu 227,7 annehmen (indem 
wir sie willkiirlich in gleicher Quantitat in Betracht ziehen), so kénnen 
wir Tabelle XV zusammenstellen, in der das Schweinefett bei ver- 
schiedenem Gehalt an ungesattigten Bestandteilen (jedoch mit gleicher 
Gesamtsumme von 58°.) folgende entsprechende Jodzahlen aufweist 


Tabelle XV. 





Prozentgehalt an Hihere ungesattigte | ; Klasse des Bakons dem 
Olsaure Sune Jodzahl | amerikanischen System nach 
oe es aan i === +! 
50 8 | 62,27 | fest 
48 10 66,02 | mittelmabig fest 
43 15 72,89 | mittelmabig weich 


Es geht klar daraus hervor, da unter den angefiihrten Verhalt 
nissen der ungesattigten Sauren der Talg verschiedene Jodzahlen 
aufweisen wird, wihrend seine Festigkeit fast die gleiche bleibt (weil die 
in ihm enthaltenen Siuren bei gewéhnlicher Temperatur eine fliissige 
Konsistenz besitzen). 


In diesen Fallen mu’ die Bestimmung der Rhodanzah! 
nach dem Verfahren von H. P. Kaufmann (12) entsprechende 
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Korrektionen und die Méglichkeit von nachfolgenden Schliissen ge- 
wihren!, 

Wir miissen jedoch darauf hinweisen, daB es fiir eine richtige 
Charakteristik der Proben in bezug auf ihre Qualitét nétig ist, auch 
die physikalisch-chemischen und die organoleptischen Angaben heran- 
zuziehen. In den Fallen jedoch, in denen die komplexe Schitzung 
Schwierigkeiten bereitet oder gar unméglich ist, kann dieselbe durch die 
Bestimmung der Jodzahl allein ersetzt werden, da diese letztere im 
Verhaltnis zu anderen Koeffizienten, Zahlen und Graden als der charak- 
teristischste Faktor der Talgeigenschaften gelten kann. Jedoch 
erscheinen die in der Analysenpraxis angewandten Verfahren von 
Hiibl (13), Hanus (14), Wijs (15) keineswegs als ideal, und das sowohl 
vom technischen als auch vom é6konomischen Standpunkt aus. Es ist 
daher nicht unverstandlich, daB seit der Veréffentlichung der Arbeit 
von Hiibl im Jahre 1884 bis heutzutage die Frage nach der Vereinfachung 
der Jodzahlbestimmung immer wieder von den Forschegn bearbeitet 
worden ist. Neuerdings wird die allgemeine Aufmerksamkeit auf das 
Verfahren von W. M. Margosches gelenkt, und zwar infolge seiner 
Kinfachheit und Billigkeit (16). Es bezieht sich auf die Bestimmung 
der ungesattigten Verbindungen (1924 bis 1927). Nach Margosches 
sind fiir die Bestimmung der Jodzahl bloB zwei Reagenzien erforderlich : 
Alkohol und Jod. 

Die in den Jahren 1923 bis 1924 erschienenen Arbeiten von Rosenmund 
und Kuhnhenn geben uns eine Methodik, die auf der Bromierung der 
ungesattigten Verbindungen durch Pyridinsulfatdibromjod beruht (17). 
Unter allen Verfahren, bei denen als wirksamer Grundbestandteil von 
den Haloiden das Brom erscheint, verdient die Methode von Rosenmund- 
Kuhnhenn die gréBte Aufmerksamkeit. Fiir die Bestimmung der Jod- 


1 Die Berechnung des Linolséuregehalts aus der Jodzahl nach Hanus 
sowohl wie der rhodanometrischen Zahl beruht auf folgenden Erwagungen 
und Gleichungen : 


x Teile von Linolséure . . Jodzahl nach Hanus 181,09, JZr 90,545 
Rae ee IE So ie 89,9, JZr 89,9 
ieee ,. fester Saiuren. . “i 0.0, JZr 0.0 


Insgesamt 100 Teile des Gemenges von Fettséuren. 

Wenn wir fiir die Jodzahl von Hanus das Zeichen JJ, fiir die rhodano- 
metrische Zahl r das Zeichen R einsetzen, so erhalten wir fiir die ganze 
Menge der Fettséiuren die Gleichungen: 

a+y+2z= 100; 181,092 + 89,.9y + 0z = J 100, 
90,545 « + 89,.9y + 0z = R100, 
woraus sich folgendes ableiten ]aBt: 
x Prozent Linolsfure ....... . 1,104 (JR) 
y Prozent Olsfure......... . 1,112 (2RJ) 
z gesittigte Fettsiure. ...... . 100zy 
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zahl nach diesem Verfahren sind als Reagenzien Chloroform, Pyridi: 
Brom, Kaliumjodid, Schwefel- und Essigsdure erforderlich. 


In dem biochemischen Laboratorium der Versuchsstation wurden 
zwei neue Verfahren fiir die Bestimmung der Jodzahl im Schweinefet: 
gepriift, das Verfahren von Margosches und das von Rosenmund- Kuhn 
henn. Die erhaltenen Angaben wurden mit den Werten von Hii/)/ 
verglichen. W. M. Margosches schlagt fiir die Bestimmung der Jodza\| 
in festen Fetten das unten beschriebene Verfahren vor: 

Die Einwage (0,2 bis 0,4 g) des festen Fettes wird auf dem Wasserbad 
in 10cem Alkohol (99,8°%) gelést und die erhaltene warme Lésung des 
festen Fettes nicht wie bei den fetten Olen bis zur gewohnlichen Temperatur, 
sondern nur bis ungefahr 25 bis 30° C erkalten gelassen, so daB die Lésung 
unbedingt noch klar bleibt. Nun werden 20 ccm einer n/5 alkoholischen 
Jodlésung zugegeben. Bei Fetten mit sehr niedriger Jodzahl geniigen 
10 ccm dieser Lésung, um beim Verdiinnen mit Wasser eine Jodausscheiduny 
zu vermeiden. Nach erfolgtem Umschwenken werden 200cem Wasse: 
(etwa 20°) hinzugefiigt, wodurch eine Emulsion, wie bei den erkalteten 
Lésungen der fetten Ole, auftritt'. 


Nach abermaligem Umschiitteln wird das Gefa8 auf 5 Minuten 


(nicht langer!) stehengelassen, dann wird ohne Zugabe von Kaliumjodid 
(KJ) mittels Thiosulfat und Starke als Indikator titriert?. 


Die Reaktion der Zusitze verlauft nach der Gleichung: 


1.H,O +J, = HOJ+HJ 


2. RHC RHCOH 
| + HOJ 
R, HC R,HCJ 


Der ersten Gleichung gemaB verliuft die Hydrolyse des Jods unter 


Bildung von 50°%, Jodwasserstoffsiure (HJ); nach der zweiten 
Gleichung tritt H OJ hinzu, je nach den Stellen der freien Verbindungen. 


Der Alkohol erscheint als Lésungsmittel, das Wasser als Medium, 
das die sich abspielenden Reaktionen sichert. 





1 Vorschrift zur Bestimmung der fetten Ole: Die Einwagen (0,10 
bis 0,15 g) werden in 10 ccm absoluten (99,8 °%, igen) Alkohols durch meh: 
faches Schiitteln bei Zimmertemperatur oder bei etwa 50° auf dem Wasserbad 
aufgelést (unter Umschwenken). Eine nach dem Erkalten auftretende 
gleichmaBige Triibung der Fettlésung schadet nichts; zur Fettlésung labt 
man nun aus einer Pipette 20cem der angegebenen n/5 Jodlésung zu- 
flieBen und schwenkt kurze Zeit vorsichtig um. Die weitere Behandlung 
geht wie bei den festen Fetten vor sich. 

2 In letzter Zeit hat Margosches (Chem.-Ztg. 50, 210, 1926) die An- 
wendung einer zweimal kleineren Einwage von Fett und einer entsprechend 
verminderten Quantitét der Reagenzien vorgeschlagen (Halbmikro 
methode). 





I 
mitte 
iiber | 
dafiir 
zahl 3 
sulfat 


] 
Auflé 
2 
entha 
Woch 
gefah 
3 


bei di 
d 


] 
subkt 
Alkol 
von 
des F 
n/d d 
beim 
(von 
5 Mir 
des J 
Besti 
in Ts 





‘ 
k 
5 
€ 
€ 
g 
2 
g 


Bis 





din 


den 
fett 
thn 

ith] 


nalil 


bad 
des 
tur, 
ung 
hen 
igre n 
uhy 
Sse! 


‘ten 


ten 


did 


Qualitatsbestimmung des Talgfettes. 301 


Die Bestimmung der Jodwasserstoffsaure aus der ersten Gleichung 
mittels Kaliumjodats (KJO,) gewahrt die Méglichkeit der Kontrolle 
iiber die erhaltenen Jodzahlen, da HJ 50°, des Jodverbrauchs bildet ; 
dafiir muB man 10 cem 2°, igen KJO, nach der Bestimmung der Jod- 
zahl zur Lésung hinzufiigen und das ausgeschiedene Jod mittels Thio- 
sulfat titrieren. 


Die nétigen Reagenzien nach Margosches. 


1. Absoluter Alkohol oder gewoéhnliches Rektifikatum fiir die 
Auflésung des Fettes. 


2. n/5 Jodlésung, die 2,54 g Jod in 100 ccm 90°, igen Alkohols 
enthalt. Der Titer der bereiteten Lésung bleibt wahrend zwei 
Wochen vollstaéndig unverandert, erst nach einem Monat sinkt er un- 
gefihr um 2°, (was im Durchschnitt etwa 0,071 °, pro Tag ausmacht). 


3. Eine n/10 Lésung von Thiosulfat (25g auf 1 Liter Wasser) 
bei der Halbmikromethode n/20. 


4. Starke. 


Bei der Bestimmung der Jodzahl nach Margosches im 'Fette des 
subkutanen Zellgewebes wurde am Anfang gewoéhnlicher 90° ,iger 
Alkchol als Fettlésungsmittel angewandt, und zwar in einer Menge 
von licem auf eine Einwage von ungefahr (2g. Die Auflésung 
des Fettes geschah auf dem Wasserbad. Die Hinzufiigung von 20 ccm 
n/5 Jodlésung erfolgte nach dem Auftreten einer sehr feinen Triibung 
beim Erkalten. Nach dem Umschiitteln wurden sogleich 200 cem Wasser 
(von etwa 25°C) hinzugefiigt, das GefaiB wurde stark geschiittelt und 
5 Minuten stehengelassen. Die Bestimmung endete mit der Titration 
des Jodiiberschusses vermittelst Thicsulfat. Parallel wurde auch die 


Bestimmung der Jodzahl nach Hiibl vollzogen. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle XVI zusammengefaBt. 


Tabelle XVI. 





JodiiberschuB in °/9 von der 
Jodzahl nach Hiibl Jodzahl nach Margoschex genommenen Menge nach 
Margoschex 


802 61,88 62,33 67,50 
K-K 65,50 65,79 71,50 
551 62,96 63,88 70,38 
637 57,12 57,34 70,89 
637 a 57,79 57,92 69,67 
385 59,27 59,84 73,00 
227 a 60,98 61,26 71,50 
332 61,21 60,38 68,40 
Biochemische Zeitschrift Band 214. 20 
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Infolge der schwachen Léslichkeit des Schweinefettes in Alkoli.| 
dauerte jedoch einerseits die Analyse sehr lange und war miihsam aus 


zufiihren, andererseits fand teilweises Auftreten von Fetttroépfchen auf 


der Oberfliche der Alkohol-Wassermischung (nach Zufiigung von 
200 cem Wasser) statt, was im allgemeinen die Bestimmung erschwerte 
und die Méglichkeit von Fehlern nicht ausschloB. Die Anwendung von 
absolutem Alkohol erleichterte die Operation jedoch nicht. Daher wurde 
zur Vereinfachung des Verfahrens Amylalkohol angewendet, der zum 
ersten Male in einer Menge von 1 bis 2°, von G. Brachmann und A. Mo. 
rosowa (18) vorgeschlagen wurde. Zur Aufklarung des Einflusses einiger 
Faktcren (Verhaltnis des Amyl- und Athylalkohols zueinander, Jod. 
tiberschuB, GréBe der Einwage, Dauer der Einwirkung und Auftreten 
der Emulsion beim Erkalten) auf die Genauigkeit der gewonnenen 
Ergebnisse wurden einige eatsprechende Bestimmungen angestellt. 


Die gewonnenen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen angefiihrt. 


Tabelle X VII. 


Der Einflu8 des Amylalkohols (im Gemisch mit Athylalkohol) und der Bildung 

der Emulsion beim Erkalten auf die Jodzahl nach Margosches. Das 

Lésungsmittelgemisch (mit bestimmtem Gehalt an Amylalkohol) wurde in 

einer Menge von l5cem genommen. Die Lésung erfolgte auf dem Wasserbad. 
Zeit der Einwirkung 5 Minuten. 





Einwage Prozentgehalt | Jodzahl 


des Featee an Amylalkobol JodiiberschuB Emulsionsbildung 
Probe Nr. 332. Jodzahl nach Hibl — 61,21. 
0,1818 | 5 61,30 70,4 Mit der Emulsion 
0,1816 5 61,37 70,4 bees ss 
0,1820 5 61,05 71,7 Ohne Emulsion 
0,1810 5 61,23 70,6 ¥ z 
0,1811 5 61,25 70,7 “ a 
0,1836 10 61,74 69,9 Mit der Emulsion 
0.2076 10 61,05 66,3 af mn 
0,1976 10 61,20 | 68,2 Ohne Emulsion 
0,2163 10 60,36 65,3 a . 
0,1921 20 62,03 67,7 Be 
0,1746 20 62,83 70,6 * ‘ 
Probe Nr. 227. Jodzahl nach Hibl — 58,84. 
0,1944 5 58,42 70,1 Ohne Emulsion 
0,1940 5 57,83 70,0 ‘ . 
0,1834 5 58,52 72,0 ‘ ‘ 
0,1808 5 58,50 72,1 a ‘3 
0.1729 | 5 59,32 73,0 , : 
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“oh \] 


Diese Tabelle zeigt, daB der optimale Gehalt an Amylalkohol im 


aus gewohnlichen Alkohol 5%, ist, wobei das Auftreten einer Emulsion 














| auf gar nicht erforderlich ist. Es geniigt, die Lésung etwas abzukiihlen. 
von Der weitere Verlauf des Verfahrens wird nicht verandert. 
verte 
— Tabelle XVIII. 
urde 
oon EinfluB der GréBe der Einwage auf die Genauigkeit der Bestimmung. 
Mu Fettlésungsmittel: 15ccem einer Mischung von gewdédhnlichem Alkohol 
ee .(95%ig) und Amylalkohol (5%ig). Das titrierte n/5 Jod wird nach der 
~~ Abkithlung des gelésten Fettes (jedoch ohne Emulsionsbildung) hinzugefiigt. 
Jod. Einwirkungszeit 5 Minuten. 
ete 
a . Probe Nr. 227. Jodzahl nach Hiibl = 58,84. 
nen 
tellt. Ts. Jodzahl Jodiiberschuf aT. Jodzahl JoduberschuB 
ihrt. 
0,2800 56,80 58,6 0,1834 58,52 72,0 
0),2372 57,84 63,8 0,1729 59,32 73,0 
0,2295 56,90 65,7 0,1606 58,58 75,6 
0,2271 57,58 65,5 0,1296 58,45 80,7 
ie 0,1944 58,42 70,1 0,1047 57,55 ' 84,1 
° 0,1940 57,83 70,0 0,0953 58,29 85,6 
Das 0,1802 58,50 72,1 
de in 
rbad. re ’ . , — F eae oe ; 
Wie ersichtlich ist, werden die Ergebnisse bei im itibrigen gleichen 
Verhaltnissen durch gréBere Einwagen (> 0,2g) verschlechtert. 
# Deshalb mu8 man fiir die Bestimmung der Jodzahl Einwagen < 0,2 g 
(0,13 bis 0,19) verwenden. 
; Tabelle XIX. 
aa Der Einflu8 der Einwirkungsdauer auf die GréBe der Jodzahl. Fett- 
" lésungsmittel: 15 ccm einer Mischung von 95%igem Alkohol und Amy]- 
alkohol (15 %ig). 
Probe Nr. 227. Jodzahl nach Hiibl — 58,84. 
si0n : Serre 
Ei Einwirkungs: | | Jods Ei Einwirk . Jod- 
des Fettes “ar Jodzahl | dberschuB des Fettes ae Jodzahl iiberschuB 
n 
,1808 5 Min 58,50 72,1 0,1920 | 15 Min. | 59,80 70,1 
0,1834 ee 58,52 72,0 0,1914 2 Std. 60,36 70,0 
0,1944 Big 58,42 70,1 0,1844 i 61,62 70,5 
,1606 ee 58,58 75,6 0,1942 | 20 , 78,02 60,7 
0,1862 eo 59,20 70,9 0,1750 20 , 82,61 62,5 
n 


In solcher Weise erscheint eine fiinfminutige Einwirkungsdauer einer 
Alkohol-Jod -Wasserlésung auf Fette als die giinstigste fiir die Erzielung 
von Ergebnissen, die am genauesten den von Hiibl ermittelten Werten 
entsprechen. 


20* 








304 P. 1. Medwedtschuk : 


AuBer dem obenerwihnten Faktor iibt auch der Uberschu8 a), 
Haloid in Prozenten von der angewendeten Quantitaét einen grofe 
EinfluB auf die GréBe der Jodzahl aus!. 


Bei einem Uberschu8 von 70° entsprechen die Jodzahlen nach 
Margosches am meisten den Koeffizientenwerten nach Hiibl (auch wenn 
sie héher als 70°, sind). Dagegen erhalt man bei Werten unter 65 bis 70 
niedrigere Ergebnisse. Deshalb empfiehlt es sich, in der Regel einen 
JodiiberschuB unter 70°, zu wiahlen. 

Auf Grund der obenerwahnten Angaben verdient die Jodzah)- 
schnellmethode, die zurzeit diskutiert wird, die allergré6Bte Aufmerksam- 
keit. Die Einfachheit und Schnelligkeit der Ausfiihrung, das Ausbleiben 
von stark wirkenden Stoffen, Billigkeit und Genauigkeit — sind die 
Grundeigenschaften des erwahnten Verfahrens. Es ist méglich, daB in 
Zukunft die Methode von Margosches als Standardverfahren gelten wird. 


Das zweite Verfahren, das von Rosenmund-Kuhnhenn, das in unserem 
Laboratorium zu Zwecken der Jodzahlbestimmung im Talg angewandt 
wurde, schlieBt die Verwendung des Jods aus. Die Verfasser verwenden 
eine Pyridinsulfatdibromidlésung (CgH,N . H,SO,. Br,) fiir die Be- 
stimmung der ungesattigten Verbindungen. In der erwahnten Ver- 
bindung sind die beiden Bromatome sehr aktiv und treten leicht an 
Stellen von freien Verbindungen ein. 

Herstellung der Pyridinsulfatdibromidlésung (17):8g — Pyridin 
und 10 g konzentrierte Schwefelsiure werden zunachst gesondert unter 
Kiihlung in je 20ccm Eisessig gelést und diese Lésungen vorsichtig 
zusammengegeben. Zu dem Gemisch fiigt man 8g Brom in 20 ccm 
Eisessig und erginzt das Volumen mit Eisessig auf l000cem. Die 
Lésung ist nahezu n/10. 


Die Pyridinsulfatdibromidlosung zeigt die gleiche Titerbestandigkeit 
wie die Hanussche Jodbromlésung. Die Bestandigkeit beider hangt 
von der Qualitat des Eisessigs ab, jedoch wurde niemals eine starkere 
Titerabnahme als 0,071°%, bei der Pyridinbromlésung und 0,075", 
bei der Jodbromlésung innerhalb eines Tages gefunden. Bei der Ver- 
wendung von Eisessig .,Kahlbaum‘ zeigte die Pyridinbromlésung 
keine Verainderung. Wird die Lésung in einer gréBeren Flasche auf- 

1 Die Berechnung des Jodiiberschusses in Prozenten von der ver- 
wendeten Quantitét: 15cem einer etwa n/5 Jodlésung = entsprechen 
30,55ceem n/10 Thiosulfat. Fiir die Riicktitration des Jods wurden 
23,1 cem Thiosulfat verwendet; der gesuchte Uberschu8 wird mittels de: 
Proportion : 

30,55 — 23,1 « x 0. I 


100 —@zw 30,55 


~I 
or 
— 
- 


berechnet. 
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hewahit, so treten beim haufigen Offnen und Umschiitteln, namentlich 
an warmen Tagen, Verianderungen auf, so daB es sich empfiehIt, den Titer 
ofters nachzupriifen. 

Bei der Bestimmung der Jcdzahl nach Rosenmund-Kuhnhenn 
werden 0,1 bis 0.2 g Ol, bei festen Fetten 0.6 bis 0,8 g in einen Kolben 
abgewogen, der einen eingeschliffenen Glasstépsel besitzt, und in 10 cem 
Chloroform gelést. Dann fiigt man 12 bis 15 cem n/5 Pyridinbromlésung 
oder 20 bis 25 ccm n/10 dieser Lésung hinzu. Sollte die Lésung nach 
dem Umschwenken nicht klar sein, so wird etwas Eisessig hinzugegeben. 
Nach 5 Minuten ist die Reaktion beendet. Man versetzt mit 6,5 cem 
Jodkaliumlésung (1:10), schiittelt gut durch und titriert unter dauern- 
dem Umschwenken mit Thiosulfatlésung (n/10) auf schwaches Gelb. 
Nach Zugabe von 2 cem Starkelésung (1:100) und 30 bis 50 com Wasser 
wird auf farblos titriert. Gegen Schlu8 der Titration ist der Kolben 
éfters zu schlieBen und gut zu schiitteln, um das in der Fettemulsion 
verteilte Jod umzusetzen. 

Es empfiehlt sich, die Pyridindibromidlésung taglich einmal zu 
prifen. | 

Die Bestimmung des nicht gebundenen Broms geschieht wie bei 
der Winklerschen Methode (19). Man verwendet n/10 Arsenitlésung 
zur Riicktitration des Jodiiberschusses, und zwar gibt man Arsenit- 
lésung bis zur vélligen Entfarbung im geringen Uberschu8 hinzu und 
titriert diesen unter Verwendung von wisserigem Methylorange als 
Indikator mit der Pyridinbromlésung zuriick. Dieses Verfahren hat 
den Vorzug, die Anwendung von Jodkalium gianzlich auszuschlieBen. 

Bei der Bestimmung der Jodzah! im Schweinetalg nach Rosen- 
mund-Kuhnhenn wurde die erste Variation (mit Jodkalium) verwendet. 
In der folgenden Tabelle XX sind die gewonnenen Ergebnisse wieder- 
gegeben. 

Tabelle XX. 





dhe) OR S| 
551 62,96 62.01 1.6 
A, 64,59 64,19 20,1 
Ay 63,90 64,03 28,12 
As 58,10 57,00 19,5 
Ay 61,23 60,09 26,4 
301 56,67 55,90 8.3 
227° 60,98 60,55 18,2 
3329 62,80 62,26 16,6 
25 60,20 60,17 17,8 


332 62,21 61,30 17,3 
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Wie ersichtlich, ergibt das Verfahren von Rosenmund-Kuhnhenn 
bei unwesentlichem Uberschu8 an Haloid geniigende, wenn auch ii 
Vergleich zu der Hiiblschen Methode etwas niedrigere Resultate. (Nach 
Rosenmund-Kuhnhenn muB der JodiiberschuB etwa 20°), erreichen. ) 
Jedoch hindert uns das Fehlen vélliger Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen von Hiibl nicht daran, den Wert dieses Verfahrens anzuerkennen ; 
diese Methode wird bei wissenschaftlichen Untersuchungen empfohlen, da 
sie zu Ergebnissen fiihrt, die den theoretisch erzielten Werten am 
nichsten stehen. 


Zu den Nachteilen der Methode mu8 man blo8 die etwas um- 
staindlichen Manipulationen mit den Reagenzien (Brom, Pyridin, 
Essigsaiure) zahlen. 

Zusammenfassend kann man bei dem Vergleich der Methoden von 
Margosches und von Rosenmund-Kuhnhenn mit dem klassischen Ver- 
fahren von Hiidl folgende Erwagungen in Betracht ziehen: 


1. Rentabilitat: 
Durchschnittspreis von hundert Bestimmungen (in Goldmark 
nach dem Katalog von EF. Merck 1927): 


Set Be +. 4. &. 3. +. +. 0 vw ee 
25 Der Preis des Alkohols ist 


»»  Margosches . : 
primes! nicht zugerechnet. 


,,  Rosenmund-Kuhnhenn . 13,0 
2. Die Bestandigkeit der Lésungen: 


Sinken des Titers durchschnittlich und taglich: 


De Bees. ke yp el ke TR Oe BK 
Margosches. .... . 0,07 ,, 0,08% 
»  Rosenmund-Kuhnhenn . 0,071% 


3. Die Geschwindigkeit der Umsetzungsreaktion. 


mech 2766... .. «es ee « Oh 36 Meanden 
Margosches. .....3 ,, 5 Minuten 
»  Rosenmund-Kuhnhenn . 3 ,, 5 sd 


4. Die Genauigkeit der Bestimmung: 


Die Jodzahlen nach Margosches stimmen fast véllig mit dem 
Hiiblschen Koeffizienten itiberein. 


Die Jodzahlen nach Rosenmund-Kuhnhenn ergeben etwas niedrigere 
Resultate. 


Indem wir zur Frage nach der Schatzung der Qualitat des Schweine- 
talgs auf dem Laboratoriumswege zuriickkehren, miissen wir hinzu 
fiigen, daB es auBer der organoleptischen Reaktion, der ,,Fingerprobe™ 
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und der vollen oder teilweisen chemischen Analyse noch ein technisches 
Verfahren fiir die Bewertung der Qualitét des Produktes gibt, némlich 
die Bestimmung des Brechungsindex des Fettes mittels eines Refrakto- 
meters. Bereits Mansfeld, Beckurts und Seiler hoben die proportionale 
Abhangigkeit zwischen Jodzahl und Brechungsindex hervor, diese 
Beziehung hat sich spater bestatigt. Schon bei der Betrachtung der 
Tabelle XXI (sogar ohne Bearbeitung des Zahlenmaterials mit Hilfe 
des Verfahrens der Variationsstatistik) fallt dieses Verhaltnis zwischen 
dem Brechungsindex, der Jodzahl und den anderen Bestimmungen, 
die die Talgeigenschaften (den Angaben unseres Laboratoriums gemaB) 
charakterisieren, auf. 


Tabelle XXI. 


Die Abhangigkeit der Brechungsindizes n‘) von dem Hiiblschen Koeffizienten 
und anderen Werten (Aziditét, Schmelz- und Erstarrungspunkt), welche 
die Fetteigenschaften charakterisieren. 





ae eT Rotiiont Aziditat Schmelzpunkt —- 
5H 1,4635 85,84 1,13° _- I 23,4° 
3H 1,4626 74,92 1,18 — 24,4 
50 1,4625 76,13 1,98 — 26,0 
4H 1,4625 73,56 1,42 -- 25.6 
2H 1,4622 72,08 2,16 — 24,4 
BC 1,4618 74,01 2,56 ~- 26,6 
4C€ 1,4615 67,28 2,75 _ 27.6 
638 F 1,4615 69,40 0,55 42,2° 24.4 
2C 1,4612 63,29 2,67 — 28,2 
638 p 1,4611 69,11 0,56 42.5 24.0 
1H 1,4610 67,33 2,68 — 24.8 
638 n. s. 1,4610 68,63 0,61 42.8 24,7 
1C 1,4610 61,03 2,17 — 28,4 
6C 1,4609 61,13 4,20 - 27,4 
6H 1,4606 64,97 2,85 — 25.6 
615 p 1,4601 61,36 0,68 45,3 “or f 
615 F 1,4600 61,89 0,45 45,5 28,4 
632 1,4600 63,83 0,26 44,9 27,5 
634 H 1,4599 56,57 0,30 45,3 27,4 
634 C 1,4598 52,23 0,34 47,2 29,1 
608 C 1,4594 51,21 1,74 49,2 29,2 
613 1,4592 60,73 0,48 43,2 27,3 
634 C 1,4591 53,39 0,89 44.4 26,9 
608 C 1,4591 54,78 1,68 48,2 29,1 
606 1.4590 54,68 0,66 45,0 80,5 
607 1,4590 52,53 0,40 46,0 31,5 
610 1,4589 53,18 0,79 47,3 29,8 
629 1,4589 55,42 0,30 46,8 29,3 


Wir miissen hervorheben, da8 der Refraktionswert von einer ganzen 
Reihe von Faktoren beeinflu8t wird. Einige derselben, wie z. B. das 
Vorhandensein von freien Siuren, bewirken Verminderung der Re- 
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fraktion (20), andere dagegen, wie dauerndes Erwirmen bei maBige 
Temperatur oder rasches Aufwarmen bei hoher Temperatur, steigern 
deren Werte (21). 


Zusammenfassung. 


1. Durch Entnahme von Proben an lebenden Schweinen werden 
groBe Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung von Tierversuchen iiber- 
wunden. 


2. Die Anwendung einer Filterpresse fiir die Filtration von 
Schweinetalg (und vielleicht auch anderer Produkte) im heiBen Zustande 
erlaubt die Anstellung von Massenanalysen, wodurch auBer der erzielten 
Okonomie auch das umstindliche und kostspielige Arbeiten mit ver- 
schiedenen Fettlésungsmitteln fortfallt. 


3. Bei der Bestimmung der Fettqualitat scheint unter allen Werten 
und Koeffizienten, die im allgemeinen bei der Analyse angewendet 
werden, die Jodzahl das charakteristischste Kennzeichen zu sein 


4. Zum Zwecke einer genaueren und objektiveren Schitzung der 
Produkte muB neben der Jodzahl auch die Rhodanzahl von Kaufmann 
in Betracht gezogen werden, wodurch es méglich sein wird, entsprechende 
Korrekturen einzufihren. 


5. Die tibrigen Werte und Bestimmungen, wie die Verseifungszah! 
und der Schmelz- und Erstarrungspunkt, scheinen als Ergiinzungswerte 
von sekundarer Bedeutung bei der Analyse zu sein. Die Aziditit ist 
ein schwankender Wert und hangt von der Frische des Talges ab 


6. Der Brechungsindex, der iiber die Quantitaét von ungesittigten 
Sauren (Glyceriden) orientiert, kann bei der technischen Bestimmung 
_ Verwertet werden. 


7. Die subjektive Schatzung (organoleptische Bewertung und 
Fingerprobe) kann bei der Bestimmung der Talgeigenschaften heran- 
gezogen werden. 


8. Von den beiden, von uns untersuchten neuen Verfahren fiir die 
Bestimmung der Jodzahl verdient die Methode von Margosches, deren 
Werte den von Hiibl erzielten sehr nahe standen, die gré8te Aufmerk- 
samkeit. 
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Uber die Wirkungsintensitat der Katalase des Blutes. 
Von 
A. I. Alexeeff, K. 1. Russinowa und A, N. Jaroslawzew. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultaét der Staats- 
universitat zu Perm und aus der biochemischen Abteilung des Instituts fi 
wissenschaftliche Forschung.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1929.) 


Auf Grund einer besonders groBen Verbreitung der Katalase 
sowohl im pflanzlichen wie auch im tierischen Organismus und auf 
Grund der Fahigkeit dieses Fermentes, die Peroxyde zu zerlegen, sind 
viele Autoren zu dem SchluB8 gekommen, daB die Katalase im Orga- 
nismus eine Schutzrolle spielt, indem sie denselben vor einer schid- 
lichen Wirkung der Peroxydverbindungen bewahrt, die bei der biolo- 
gischen Oxydation entstehen (1 bis 2). 

Eine Reihe von Beobachtungen, die einen Zusammenhang zwischen 
der Wirkungsintensitét der Katalase und einer GréBe der Oxy- 
dationsprozesse bestatigen (3 bis 8), haben Ansto8 zur Untersuchung 
dieses Ferments gegeben. Die Zusammenfassungen von F. Battelli und 
L. Stern (9) und S. Morgulis (10) enthalten ein erschépfendes Materia! 
iiber diese Frage. 

Die Methode von A. N. Bach und Zubkowa, die die genannten 
Autoren im Jahre 1921 zur Bestimmung der Wirkungsintensitat 
der Katalase angegeben haben, hat Bedeutung, weil sie, dank ihrer 
Einfachheit und Genauigkeit, im groBen MaBstabe bei der klinischen 
Untersuchung der Katalase des Blutes angewandt werden konnte. Auf 
Grund der Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds nach der Per- 
manganatmethode schlugen die Autoren ein Verfahren fiir die Be- 
stimmung der Katalase vor (12). 

Bei der Anwendung dieser Methode fiir die Ermittlung des Blut- 
katalasegehalts der Bergbewohner von Mittelasien hat der eine von 
uns (13) eine Anderung in bezug auf die Menge von Wasserstoffsuper- 
oxyd vorgenommen. 
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Die Veranlassung dazu hat gegeben, daB eine Menge von 2 ccm 
| °.iger Lésung von H,O, bei einer bedeutenden VergréBerung der 
Intensitat der Blutkatalase bei den Bergbewohnern nicht ausreichte, 
weil in diesem Falle der maximale Blutkatalasegehalt gleich 20 oder 
21 sein kann; es war unméglich, mit dieser Menge von Wasserstoff- 
superoxyd bei einer gréBeren Intensitat der Katalase zu arbeiten, und 
deswegen wurde die Menge von Wasserstoffsuperoxyd von 2 auf 
5cem erhéht. Diese VergréBerung der Menge von Wasserstoffsuper- 
oxyd ist noch durch den Umstand diktiert worden, da fiir eine 
vollkkommene WirkungsiuBerung des Ferments eine solche Menge 
von einem Substrat nétig ist, daB zum SchluB des Versuchs die Halfte 
der urspriinglichen Quantitat zuriickbleibt, was bei 2ccm nicht der 
Fall ist. Auf Grund dessen haben wir folgende veranderte Methode 
der Untersuchung angewandt und schlagen vor: aus einer Fingerkuppe 
werden mit einer Sahlipipette 20cmm Blut entnommen, diese werden 
quantitativ in ein GefaB mit 20ccm destilliertem Wasser gebracht 
[es ist nétig, bei samtlichen Versuchen zweimal destilliertes Wasser 
zu benutzen; um einer Wirkung der Antikatalase vorzubeugen, ist es 
zweckmaBig, anstatt Wasser eine wiisserige Lisung von Athylalkohol 
in der Verdiinnung von 1 : 5000 zu benutzen (14)]. 

In drei Erlenmeyerkolben gie8t man je 4ccm Wasser und fiigt je 
l cem der das Ferment enthaltenden Blutlésung hinzu. Den ersten Kolben 
erbitzt man bis zum Sieden und kiih]t ab, dann gieBt man zu allen Portionen 
je 5cem der 1% igen Wasserstoffsuperoxydlésung zu. Das Zugiefen der 
Fermentlésung und Wasserstoffsuperoxydlésung mul durch eine genau 
graduierte Mikrobiirette ausgefiihrt werden. Nach einem 30 Minuten 
langen Stehen bei Zimmertemperatur (17 bis 18°) fiigt man je 10 ccm 
5% iger Schwefelsiure hinzu und fithrt eine Bestimmung des gespaltenen 
Wasserstoffsuperoxyds mit der Permanganatmethode aus; von der Anzahl 
Kubikzentimeter KMn0Q,, die fiir Titration zweier Portionen mit aktivem 
Ferment verbraucht wurden, wird eine Mittelzah] genommen, und diese wird 
von der Anzahl Kubikzentimeter KMn0O,, die fiir die Titration: mit dem 
abgetéteten Ferment verbraucht wurden, abgezogen. Die Differenz wird, 
wenn die Lésung von K MnO, genau n/10 ist, mit 1,7 multipliziert und auf 
diese Art der Blutkatalasegehalt ermittelt. 


Die Bestimmung der Blutkatalase haben wir an 202 gesunden 
Studenten und Studentinnen der medizinischen Fakultét der Univer- 
sitét Perm ausgefiihrt. Zur Begriindung der von uns an der Methode 
vorgenommenen Abanderungen sind auch Parallelversuche mit je 2 ccm 
1°igen H,O, angestellt worden, dabei wurden fiir jeden Versuch zwei 
Bestimmungen ausgefiihrt und von den beiden wurde dann ein Mittel- 
wert genommen. Vorlaufig wurde eine Reihe von Bestimmungen des 
Blutkatalasegehalts angestellt, um die Frage nach der Versuchsdauer, 
die fiir eine Charakteristik des Ferments unter unseren Versuchs- 
bedingungen geniigte, aufzuklaren; wegen dieses Zieles wurden die 
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Versuche mit verschiedener Dauer (5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180 Minute) 
bei allen iibrigen gleichen Bedingungen ausgefiihrt. Fiir alle Versuc! 
wurde Wasserstoffsuperoxyd in einer Menge von je 5ccm genomme: 
Um diese Frage auf Grund der vorliegenden Befunde an eine 
groBeren Material klarzustellen, wurde das Studium der Wirkung de: 
Katalase in weiteren Versuchen sowohl bei 30, wie auch bei 15 Minuten 
mit 5ecm | %igem Wasserstoffsuperoxyd ausgefiihrt. Die Ergebnisse 
von einem Teile dieser Versuche fiithren wir in der Tabelle II an. 
Bei der Durchsicht der Versuchsresultate macht sich vor allem 
ein bedeutender Blutkatalasegehalt bemerkbar. Der mittlere Blut 
katalasegehalt der Manner aus 82 Versuchen (164 Bestimmungen) bei 
Anwendung von 5cem 1°igem H,O, betragt 26; der Blutkatalasegehalt 
der Frauen aus 120 Versuchen (240 Bestimmungen) mit derselben 
Menge H,O, betragt 23,4. In Versuchen mit 2ccm H,O, betrigt 
der mittlere Blutkatalasegehalt der Manner 19,76, der Frauen 18,4 
Diese bedeutende VergréBerung des Blutkatalasegehalts kann man 


Tabelle I. 
Blutkatalasegehalt. 





Zeit. ... 5 Min. 























10 Min. 15 Min. 20 Min. 
Ni. des Blut- Blut- Blut- Blut- 
Verushe katalase- 19 katalase- F, katalase- Oo katalase- 0 
gehalt gehalt gehalt gehalt 
1 o- ~~ 17,7 76,95 a -- 21,7 94,3 
2 — — 16,5 64,9 — 22.9 90,1 
3 a — 18,25 72,9 — —_ 23,14 92.4 
4 — - 16,15 67,0 — — 21,65 89,8 
5 16,92 59,5 22,24 78,2 24,88 87,5 26,7 93,9 
6 16,27 58,4 20,97 75,2 24,43 87,7 26,36 94.6 
7 12,6 49.8 18,05 71,4 21,3€ 84,4 23,21 91,8 
8 — _ — aa 20,9 81,0 -- -— 
9 -— _- - — 14,1 78,7 — = 
10 -- _ _ — 17,9 81,7 — 
) 2 30 Min. 60 Min 120 Min. 180 Min. 
. slut- Slut- 3lut- 3lut- 
F swolsn ~ ol "5 hn f5 Sh 0 Fo hens aie 
gehalt gehalt gehalt gehalt 
1 23.0 | 100 ~ — = ~ in . 
2 25,4 | 100 we sie iis Re i a 
3 25,02 | 100 at ee es on ‘he bn 
4 24,1 | 100 -_ -_ ~ sa oe oo 
5 28.43 | 100 rt = ia a a 
6 27,85 100 be nie - on i wis 
7 25.28 100 al om - i asi "a 
8 25,8 100 = 29,1 112,77 80,1 116.6 = B01 1166 
9 17,9 100 19,9 111,0 21,1 117,8 21,3 118,9 
10 21,9 100 24,3 110,9 24,8 113,2 25,0 114,1 
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L.J.N 
R. E. Z. 
N. A. 8. 
BE. P. K. 
O.W. T. 
N. J. Tsch. 
T. L. Z. 
J. A Fa. 
J. 7. 
P. Ja. N. 
Z. M. K. 
M. Ja. Ja. 
A. G.K. 
EK. B. 
B. J: C. 
2.3.2. 
Tdi Ws 
E. P. K. 
G. J. G. 
K. E. B. 
K. J.W. 
| mo se 
K.S.S. 
J.S.P. 
Ja. S. G. 
G. M. P. 
W. P. U. 
A. J. D. 
W. A. Tsch. 
N.S. G. 
M. G. S. 
M. A. M. 
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M. 


M. 
M. 
M. 


M. 


M. 


M. 
PF. 


= Ee = 


oe oe > Me > 
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24 
22 
21 
20 
24 
21 
27 
20 
36 
4i 
19 
21 
30 
21 
18 
18 
18 
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20 
19 
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Perm 
Kungur 
Perm 


Omsk 


Tscheljabinsk 


W jatka 
Troick 
Schadrinsk 
Perm 


Solikamsk 
Swerdlowsk 
Perm | 
Torschok 
Wjatka 
Kaschinsk 
W jatka 
Kuschwa 
W jatka 
Swerdlowsk 
Obl. Komi 
Sew. Dwinsk 
W. Kamsk 
N. Tagil 


Ural 


Swerdlowsk 
W jatka 
Kawkas 


Kurgan 


27 

25,9 
18.3 
28,1 
24.8 
21,9 
29.8 
28,2 
21,9 
28.9 
36,7 
27,2 





18.4 
21,1 
21,6 
19,9 
19,4 
20,2 
17,5 
18,9 
20,0 
17,1 
20,7 
20,7 
21,3 
20,7 
18,0 
18,9 
18,7 
19,4 
20,7 
19,2 
18,9 
19,1 
15,3 
20,4 
19,7 
18,4 
20.6 
20,4 
18,9 
20,2 
21,4 
20,2 


0 


24.6 
16,0 
30,6 
19,0 





14.6 
22,8 
26,2 


20,2 
18,4 
20.6 
16,4 
17,1 
22,0 
16,3 
23,8 
23,0 
23.5 
21,1 
18,9 
21,3 
18,2 
20.9 
23.0 
19,8 
19.6 
18,4 
13,4 
22.6 
19,4 
15.6 
24.5 
23,1 
16,7 
22.6 
25,3 


21,3 


o der 


Verminderung I. 


27,4 
23,8 
18,1 
23.5 
20.4 
29,2 
24.1 
31,3 
27,4 
30,6 
28,3 
24.8 
17,8 
23.3 
25.3 
17,4 
21,2 
23,2 
24.8 
31,6 
28,2 
29,0 
26,8 
19.6 
21,8 


98.8 


17,8 


18,1 


21,8 
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Tabelle IT (Fortsetzung). 
I Il. ‘ IL. 

- Name 2 Alter Ansissig in 2=% = = 

Jahre z 7 r 
33 M. M. O. F. | 28 Swerdlowsk | 21 17,7 | 18,8 | 185 | 15,1 
34) K.J.M. | M.! 86° Archangelsk | 294 | 19.7 | 38.0 2538 14.0 
35|| S.P.D. | M.| 33 ’ 27,4 | 21,1 | 280 226 175 
36 AW.K. | M. 28 Slatoust 27,2 | 202 25,7 248 89 
87 | Ju.P.N. | F.| 19 Ischewsk | 21,6 | 185 | 144 184 148 
38 | P.T.K. | M.| 39 Wijatka 198 | 20.9 299 24,7 17,1 
89 G.G.7T. | M.| 8 Troick 17,2 | 151 | 12,2 139 192 
40 || L.A.M. | M./ 84 Perm 31,5 | 21,3 | 32,4 2338 26.0 
41/ EJ.L. | F.| 26 Wjatka 20,7 | 17.5 | 155 188 | 333 
42, W.J.B. | F.| 29 Perm | 233 | 189 189 186 202 
48 AFK. | F.| 41 Wjatka 23,4 | 196 | 162 18,7 201 
44|| A.J.A. | M.| 87 Perm 21,9 | 18,7 | 146 | 17,4 206 
45 || A.N.Ja. | M.| 50 | Ural 25,7 | 20,0 222 201 218 
46 K.J-R.  F. 29 | Taschkent 20,0 | 174 13.0 15,6 220 
47. FFM. F. 2% Twer 21,6 | 18,2 | 15,7 168 22,2 
48 S.N.R. M.. 30 | Swerdlowsk 275 204 258 221 | 196 
49 NFL. F.| 30 | Samara 29,8 | 21,1 | 29,2 | 255 14,4 
50| 4PN. M.| 88 1 a {33,3 | 21,6 | 85,1 27,7 168 
51 || S.J. D. F.| 39 | Witebsk 27,2 204 25,0 224 17,7 
52) W.Ja.B.  F.| 18 | Simferopol © 26,7 20,4 | 236 218 184 
53 Z. A. P. F.| 19 | Tschusowaja | 27,5 | 209 240 243 116 
4 AT. FL} 19 | Perm 23,5 206 123 204 132 
55) N.Ja.K. F.| 19 | — Slatoust 236 19,0 19,5 20,2 144 
56) WAS.  F.| 18 Kungur 24,3 | 18,7 | 23,1 15,5 36,2 
57) W.P.R.  M.| 22 | Tscheljabinsk 28,7 | 20,7 27,9 24,3 15,3 
58| G.J.T. | F.| 19 | Motowilicha 248 18,7 | 246 21,1 15,0 
59/ M.A.Z. | F. 21 Kasan 264 19,9 246 245 7,2 
60, KKB. F.| 22 | Wijatka § 25,2 189 | 25,0 213 155 
61) J.W.O. M. | 45 | Kostroma § 25,2 19,7 | 218 21,9 13,1 
62, PWG. F.| 20 | Kurgan 25,7 194 | 24,5 20,1 21,8 
68|| Z.N.B.  F.| 20 |. Perm 30,4 | 20,1 | 33,9 235 22,7 
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einerseits durch eine Vermehrung der Erythrocyten im Blute der 
Untersuchten (bei einigen bis 5,8 Millionen in 1 emm) und durch den 
Hamoglobinindex (der Mittelwert von 202 Bestimmungen nach Migos- 
himometer beliuft sich auf 117.3) erklaren, ein Merkmal, das fiir die 
Bewohner vom Ural und Perm nach den Materialien der therapeutischen 
Klinik der Fakultét als charakteristisch erscheint, andererseits kann 
die Wintersaison der Arbeit zu einer solchen Vermehrung beitragen, was 
durch die vergleichenden Untersuchungen von W. Burge (15), der eine 
Vergr6Berung der Intensitat der Blutkatalase in den Wintermonaten 
im Vergleich mit den Sommermonaten feststellte, angedeutet ist. 

Bei einer Beurteilung der Frage nach der nétigen Quantitit des 
Wasserstoffsuperoxyds fiir eine Untersuchung der Katalase gehdért 
es sich, das Zahlenmaterial derjenigen Versuche, bei denen eine gréBere 
Intensitat einer Wirkung des Ferments konstatiert wurde, einef Analyse 
zu unterwerfen. 

Aus den vorstehenden Tabellen III und IV sieht man, dab 
bei einer groBen Intensitat der Katalase Wasserstoffsuperoxyd, das 
in einer Menge von 2cem genommen wurde, durch das Ferment in 
30 Minuten fast gianzlich gespalten wird (in einer Reihe der Versuche 
ist eine vollkommene Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds konstatiert 
worden), und folglich konnte eine Aktivitaét des Ferments mit dieser 
Substratmenge nicht vollkommen berechnet werden, indem bei einer 
Bestimmung der Katalase in den angefiihrten Fallen, mit 5 cem H, Og, 
die Werte fiir den Blutkatalasegehalt in bedeutender Weise in Ab- 
hingigkeit von der Wirkungsstirke des Ferments variieren. Die 
Schwankungen im Blutkatalasegehalt sind durch die Zahlen von 23,6 
bis 37,7 ausgedriickt worden, wahrend dasselbe Blut mit 2 ccm Wasser- 
stoffsuperoxyd einen Blutkatalasegehalt von bzw. gleichen Zahlen 
(von 20 bis 21) zeigte. 

Die Verminderung der Katalasewirkung bei 2 ccm Wasserstoff- 
superoxyd betragt durchschnittlich 24°,. Auf Grund des Dar- 
gelegten halten wir eine VergréBerung der Wasserstoffsuperoxydmenge 
von 2 bis zu 5cem fiir jeden Versuch nétig, weil es nur unter diesen 
Bedingungen fiir eine maximale Wirkung des Ferments mdglich ist, 
daB sich dessen Intensitaét vollkommen auBert. 

Eine zweite wichtige Frage bei dem Studium der Katalase ist die 
Festsetzung der Versuchsdauer, die fiir eine Charakteristik der Intensitit 
des Ferments geniigte. Die Vorversuche wie auch eine Zusammen- 
stellung von Ergebnissen der Versuche von verschiedener Dauer (von 
15 bis 30 Minuten) zeigen, daB die gréBte Aktivitét der Katalase (un- 
gefahr 75°, der Aktivitat) sich bei geniigender Quantitat von Substrat 
in den ersten 15 Minuten éuBert, und infolgedessen kann man diese Zeit 
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des Versuchs fiir die Charakteristik einer Wirkung des Ferments als 
geniigend festsetzen; aber um eine grébere Genauigkeit des Resultats 
zu erzielen, gehért es sich zu empfehlen, eine Bestimmung der Katalas 
im Laufe von 30 Minuten auszufiihren. 


Es ist interessant, eine Wechselbeziehung von Wirkungen de; 
Katalase verschiedener Intensitaten mit 2 und 5 ccm 1 °,igem H,Q, bei 
der Versuchsdauer von 15 bis 30 Minuten zu verzeichnen. In den 
Fallen, in denen die Katalase eine groBe Intensitat besitzt, bei einem 
Blutkatalasegehalt tiber 27, hat das Ferment in allen Versuchen mit 
5cem in 15 Minuten mehr Superoxyd gespalten, als in den Portionen 
mit 2cem in 30 Minuten. In den Versuchen, in denen eine schwache 
Intensitat der Katalase zu beobachten war, hat die letzte in 15 Minuten 
(5cem) eine kleinere Quantitiét von Wasserstoffsuperoxyd gespalten 
als in den Portionen mit 2cem in 30 Minuten. 


Bei der Vergleichung der Resultate der Versuche von einer Dauer 
zu 30 Minuten mit verschiedener Quantitat von H,O, (2 und 5 ccm 
sieht man, daB erstens die Intensitét der Katalase in allen Versuchen 
mit 5cem H,O, hoher ist, als mit 2cem und zweitens, je hoher di 
katalatische Kraft des Blutes ist, desto mehr tritt ein Unterschied in 
Blutkatalasegehalt zwischen den Versuchen mit 2 und 5 cem hervor 
und je kleiner die Intensitat der Katalase ist, desto kleiner ist det 
Unterschied und darum kann in den letzten Fallen die Methode von 
A.N. Bach und Zubkowa fiir die Charakteristik der Wirkung de1 
Katalase ohne Anderung angewandt werden. 


Auf Grund des oben Dargestellten sind wir zu den folgenden 
Schliissen gekommen: 


1. Um eine vollkommene WirkungsiuBerung der Katalase zu 
ermitteln, mu ihre Untersuchung mit 5cem 1°”,,igem Wasserstoff- 
superoxyd bei einer Dauer der Versuche von 30 Minuten gefiihrt 
werden. 


2. Der mittlere Blutkatalasegehalt der Manner (bei 5 ccm) betragt 
26 und ist, im Vergleich mit dem mittleren Blutkatalasegehalt der 
Frauen (23.4), um 10°, hoéher. 


3. Die Einwohner der Stadt Perm haben einen gegeniiber det 
Norm erhéhten Blukatalasegehalt, was durch den Héhencharakter des 
Klimas dieser Stadt erklirt werden kann. (Der mittlere Hb-Index 
nach dem Migoshaimometer betragt 117,3). 


4. Ein vollkommener Parallelismus zwischen Blutkatalasegehalt 
und Hb-Index wurde nicht konstatiert. 
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Uber Milchsiurebildung und Sauerstoffverbrauch 
bei der tonischen Kontraktion des quergestreiften Muskels’. 


Von 
S. G. Zondek und F. Matakas. 


(Aus der zweiten medizinischen Universitatsklinik der Charité, Berlin. 
(Eingegangen am 1. August 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Arbeiten? glauben wir gezeigt zu haben, daB Milchsaure- 
- £ 


bildung als Ursache der tonischen Muskelkontraktion nicht in Frage 


kommen kénne. Wir gingen bei unseren Untersuchungen von der tonus- 
steigernden Wirkung bestimmter Substanzen (Kalium, Chinin, Chloro- 
form, Ammoniak, Acetylcholin) aus. Da diese Substanzen mit Aus- 
nahme des Acetylcholins zu Milchsiurebildung fiihren, war bekannt und 
konnte auch von uns bestitigt werden. Die Frage, die wir uns stellten. 
war aber, ob die Milchsaure tatsachlich die Ursache der tonischen Kon- 
traktion des Skelettmuskels ist, oder nicht etwa mit anderen Vorgingen 
in Zusammenhang gebracht werden mu. Diese Frage drangte sich 
uns auf, weil die tonische Muskelkontraktion, die durch Acetylcholin 
ausgelést wird, ohne Milchsiurebildung einhergeht und es uns un- 
wahrscheinlich erschien, daB in einem Falle Milchsiure als Ursache 
der Kontraktion in Frage kommen sollte, im anderen Falle dagegen 
nicht. Zur Klarung dieser Frage stellten wir kurz- und langdauernde 
Versuche mit den genannten Substanzen an, um festzustellen, ob in 
den Fallen, in denen es zu Milchsiurebildung kommt, die Milchsiure 
zeitlich mit dem Vorgang der tonischen Muskelkontraktion zusammen 
fallt. Bei allen Versuchen zeigte sich, daB der Beginn der Muskel 


' Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft de! 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 

2 S.G. Zondek und F. Matakas, diese Zeitschr. 188, 40, 1927; Zeitsch: 
f. klin. Med. 108, Heft 1/3, 1928. 
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kontraktion friiher als die Milchsiurebildung einsetzt, Milchsiaure 
daher als auslésende Ursache des Vorgangs der tonischen Muskel- 
kontraktion nicht in Frage kommen kann. Durch diese Feststel- 
ling blieb aber noch ungeklart, warum die Acetylcholinkontraktion 
ganz ohne Milchsaurebildung einhergeht, wahrend es bei den anderen 
Kontraktionen wenigstens im Verlauf des Vorgangs zu Milchsaure- 
bildung kommt. Diesen Unterschied glaubten wir auf Faktoren 
gurickfiihren zu kénnen, die nicht direkt zum Vorgang der 
tonischen Muskelkontraktion gehéren. Wir wissen sowohl aus der 
Physiologie, besonders aber aus der Pathologie, da8 Anderungen im 
Muskeltonus nicht zur Aufhebung der Muskelerregbarkeit fiihren. Im 
Gegenteil, es ist gerade charakteristisch, da bei allen neurologischen 
Erkrankungen, bei denen es zu starken Tonussteigerungen des Muskels 
kommt (Paralysis agitans, spastische Lahmungen usw.), die. direkte 
Muskelerregbarkeit erhalten bleibt. Priift man bei den durch die ge- 
nannten Substanzen kiinstlich erzeugten tonischen Kontraktions- 
zustiinden die direkte Muskelerregbarkeit, so zeigt sich, daB allein das 
Acetylecholin zu einer tonischen Kontraktion fiihrt, die ohne Schwund 
der Muskelerregbarkeit einhergeht. Bei allen anderen Kontrakturen 
dagegen (Kalium, Chinin, Chloroform, Ammoniak) kommt es im Verlauf 
der Wirkung zu einem friiher oder spater auftretenden Schwund der 
Muskelerregbarkeit. Allein die durch Acetylcholin ausgeléste tonische 
Muskelkontraktion steht der physiologischen nahe, und sie ist auch 
diejenige, die ganz ohne Milchsaiurebildung einhergeht. Als Ursache 
der bei den anderen Kontrakturen auftretenden Milchsiurebildung 
nahmen wir eine Muskelschadigung an, als deren Ausdruck das Schwinden 
der Muskelerregbarkeit anzusehen sei. 


Eine der Milchsaurebildung analoge Wirkung der einzelnen Kon- 
trakturmittel stellten wir in weiteren Versuchen auch hinsichtlich des 
Sauerstoffverbrauchs fest. Die Versuche wurden mit dem Warburg- 
schen Apparat ausgefiihrt. Wir konnten feststellen, daB Acetylcholin 
keine Steigerung des Ruhesauerstoffverbrauchs hervorruft, wahrend die 
anderen Substanzen, so Chinin und Kalium, mit deutlicher Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs einhergehen. Dal Acetylcholin eine Steige- 
rung des O,-Verbrauchs nicht herbeifiihrt, hat iibrigens vor uns auch 
schon Janssen! gezeigt. 


Im folgenden soll nun iiber Versuche berichtet werden, die mit 
noch anderen Substanzen angestellt sind, und die, wie wir glauben, 
zur weiteren Klarung der zur Diskussion stehenden Frage beitragen 
koénnen. 


1S. Janssen, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 119, 31, 1927. 
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Zu den Substanzen, die eine 
nische Muskelkontraktion  ausléscy 
gehoért, wie schon lange durch Untey 
suchungen von Riesser und Neuschloss 
u.a. bekannt ist, auch das Nicotin. Hi 
sichtlich seiner Wirkung auf den Musk: 
steht das Nicotin etwa in der Mitt 
zwischen dem <Acetylcholin und dey 
anderen, zuvor genannten Kontraktur 
substanzen. Es fiihrt wie schon e1 
wahnt — zur tonischen Muskelkontrak 
tion; die Muskelerregbarkeit wird abe 
durch das Nicotin, wenn tiberhaupt, nur 
sehr wenig beeinfluBt (s. Abb. 1). Diesen 
Befund hat schon vor uns Riesser er- 
hoben. Auch er konnte feststellen 
daB das Nicotin nur zu geringen Ver 
anderungen der Muskelerregbarkeit 
fiihrt. Sicher ist, daB die Schadigung 
der Muskulatur, wie sie z. B. in der 
Anderung der Muskelerregbarkeit zum 
Ausdruck kommt, bei der Nicotin- 
kontraktur unvergleichlich schwache1 
ist als bei den Kalium-, Chinin- und 
den anderen von uns gepriiften Kon- 
trakturen mit Ausnahme der Acety! 
cholinkontraktur. 


Ganz entsprechend ist das Ver 
halten des Nicotins hinsichtlich der 
Milchsaurebildung. Zwar kommt es 
im Gegensatz zum Acetylcholin zu 
einer Steigerung der Milchsiureproduk 
tion; diese ist aber nur auberordentlich 
gering und bleibt hinter der Milch 
siurebildung, wie sie durch die anderen 
Kontraktursubstanzen (Kalium,Chinin 
Chloroform, Ammoniak) hervorgerufen 
wird, weit zuriick. 


1Q. Riesser und S. M. Neuschloss, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 91, 
342, 1921. 
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Die Nicotinversuche fiihrten wir mit isolierten Gastrocnemien von 
Kana temporaria aus, und zwar im wesentlichen nach der von uns in 
einer friiheren Arbeit! angegebenen Versuchsanordnung. Die Milch- 
siurebestimmungen erfolgten nach der ,,Routinemethode* von Meyer- 
hof. Eine Anderung haben wir nur insofern vorgenommen, als wir ent- 
sprechend dem Vorschlag von Embden statt des alten Titrations- 
verfahrens das Verfahren der Riicktitration anwandten. 

Die Anaerobiose wurde in einem Teile der Versuche, wie friiher, 
durch Uberschichtung der Ringerlésung mit Paraffin, in einem anderen 
Teile durch Zusatz von n/1000 HCN hergestellt. Die Versuchsergebnisse 
waren in beiden Fallen die gleichen. 

Zunichst sei itiber einige Versuche berichtet, die zeigen sollen, wie 
groB die Milchsaurebildung unter dem EinfluB des Nicotins ist. Bei 
den kurzdauernden Nicotinversuchen haben wir, wie von vornherein 
nicht anders zu erwarten war, gefunden, daB zum Zeitpunkt, in welchem 
die Nicotinkontraktur beginnt, eine Steigerung der Milchsaurebildung 
iiberhaupt nicht nachweisbar ist. Die Nicotinkontraktur setzt be- 
kanntlich wenige Augenblicke nach Zusatz der Kontraktursubstanz 
ein; aber selbst nach 5 Minuten ist eine irgendwie ins Gewicht fallende 
Steigerung der Milchsiureproduktion gegeniiber dem Kontrollmuskel 
nicht nachweisbar (s. Tabelle I). 

LaBt man das Nicotin langer als 5 Minuten einwirken, so kommt 
es zu einer nachweisbaren Milchsiurebildung, die aber auBerordentlich 
gering ist. Selbst bei einer Einwirkungsdauer des Nicotins von 1 bis 
2 Stunden betrigt die iiber die Ruheproduktion hinausgehende ge- 
samte Mehrbildung an Milchséiure nicht mehr als 0,2 bis 0,3 mg pro 
Gramm Muskelgewicht, waihrend bei den entsprechenden Versuchen 
mit Kalium bzw. Chinin unvergleichlich héhere Milchsiurewerte (1 bis 
2mg) sick ergeben haben. 

Die in der Tabelle II angefiihrten, einer friiheren Arbeit? von uns 
entnommenen Vergleichswerte zeigen sehr deutlich den gewaltigen 
Unterschied in der Milchsiurebildung. 

Da die Acetylcholinkontraktur ganz ohne Milchsaurebildung 
einhergeht, war nach den bisherigen Untersuchungsergebnissen an- 
zunehmen, daB bei einem Vergleich der Milchsiureproduktion bei der 
Acetylcholin- und Nicotinkontraktur Unterschiede nachweisbar sein 
miBten. Wir haben Versuche dieser Art angestellt, und zwar in der 
Weise, daB wir der einen Muskelgruppe von Fréschen (rechte Gastro- 
enemii) Acetylcholin, der anderen Gruppe der gleichen Frésche 
(linke Gastrocnemii) Nicotin zusetzten. Das Ergebnis dieser Unter- 


1 S§.G.Zondek und F. Matakas, diese Zeitschr. 188, 40, 1927. 
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Tabelle I] (Vergleichstabell 


©). 


Milchsaéurebildung des Froschmuskels nach Einwirkung von Chinin, 

















‘~ . . y* . 
oO Kalium, Nicotin. 
By Milchsiurebildung Verhiltnis der Milchsiure- 
es? bildung des Kontrollmuskels 
== pen des hee des dian des zur Milehsdiurebildung des 
te ~ Chinin- Kon- Kalium- Kon- Nicotin- Kon- vergifteten Muskels 
Sef and troll- a | (ol li; 2 >| seel- 
om == muskels muskels muskels 
$ a muskels muskels muskels bei bei bei 
= Min 0'o lo 0/5 Chinin Kalium Vicotin 
5 O11 0,08 019 0,06 0.075 0,074 1:1,387 1:1,66 1:1 
10 O11 0,058 0,094 0.076 1:1,9 i:if 
15 0,12 0,04 014 0,07 0,12 0,10 1: 3,0 1: 2,0 1:1,2 
SC 69 0,24 0,07 0,15 | 006 (010 | 0,078 1:34 1:25 1:1,3 
~ x 
Tabelle Ill. 
Vergleich zwischen der Acetylcholin- und Nicotinwirkung auf lie Milch- 
siurebildung des Froschmuskels. 
hs Danach Aufenthalt in 
By F Gewicht der 2 Ringer Ringer Gesamte 
Nr Datum pa Gastrocnemii & Acetylcholin Nicotin Milchsiure 
Frésche = i 20 O00) il 1a 000) 
1928 g Min. Min Min. mg 
1 21.1. 2 Temp. rechts 1,74 60 60 — 1,57 
101 links 1,75 60 60 1,89 
~~ 
- 2 || 22. If. | 2 rechts 1,84 60 120 1.03 
links 1,85 60 120 1,98 
suchungen ist aus der Tabelle LI ersichtlich; sie zeigt, daB die Nicotin- 
muskeln gréBere Milchsiurewerte als die Acetylcholinmuskeln auf- 
weisen, da die Differenz aber eine geringe ist. 

2 Fiihrt Nicotin zu Milchsaurebildung, so ist zu erwarten, da} es 
5.5 auch eine Steigerung des O,-Verbrauchs hervorruft. Tabelle IV und 
die Ubersichtstabelle V zeigen, daB dies tatsachlich zutrifft. 

Tabelle IV. 
5. Dez. 1927. O,-Verbrauch des Froschmuskels vor und nach Einwirkung 
von Nicotin (1: 10000) in O,-Atmosphire. Temperatur 19°. 
Sis] 
SOY ee eee a ee Linker Gastrocnemius desselben 
Rechter Se in Ringer. Frosches in Ringer (Kontroll- 
Gewicht 0,16 g muskel). Gewicht 0,16 ¢ 
C Zeit O,-Verbrauch in emm O-Verbrauch in emm 
“I 
_ - pro Std. und sola ‘ pro Std. und 
; insgesamt g Muskelgewicht msgesam g Muskelgewicht 
‘ 13h25’—15h25’ 10 30 8 24 
15 25 —17 25 10 30 10 30 
Zusatz von Nicotin Zusatz von Hy, 
: 17 45 —19 45 27 80 5 15 
19 45 —21 45 12 36 4 12 
21 45 —23 45 s 24 4 s 
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Tabelle V (Ubersichtstabelle). 
Nicotinversuche. O,-Verbrauch des Froschmuskels in O,-Atmosphare 
unter Einwirkung von Nicotin. Temperatur 19°. 





O.-Verbrauch im Durehsehnitt pro s 
und g Muskel unter Einwirkung vi 
Nicotin in emm 
Zahl der Muskel-  Versuchs- 


Nr i 

- pain Muskeln = gewicht dauer Rechter Linket 
Gastrocnemius in Gastrocnemius 
Kinger + Nicotin (Kontrollmuskel 

g Std 1: 10000 in Ringes 

1 || 5. XI. 1927 1 0,18 6 oF 18 

2 | 5. XII. 1927 1 017 6 70 27 

3 | 24. I, 1929 2 0,81 3 60 27 


Zur Ergainzung der angefiihrten Milchsiureanalysen haben 
wir die Milchsiureproduktion, d.h. die anaerobe Glykolyse bei der 
Nicotinkontraktur auch auf manometrischem Wege mit der Warburg- 
schen Methode festgestellt. Die Muskeln wurden vorsichtig pripariert, 
in einem Ringerlésung enthaltenden Glaschen gewogen und _ gleich 
danach in zwei ManometergefaBe gebracht. Vor der ersten Ablesung 
wurde eine halbe bis eine Stunde geschiittelt und dann mehrere Stunden 
lang die in Freiheit gesetzte CO,-Menge gemessen. Sobald die Werte 
2 bis 3 Stunden lang konstant blieben, wurde der einen Muskelgruppe 
(rechte Gastrocnemii) die kontrakturerzeugende Substanz in wiisseriger 
Lésung, den Kontrollmuskeln (linke Gastrocnemii) die gleiche Menge 
H,O zugesetzt. Danach wurden die Manometerausschlige mehrere 
Stunden lang abgelesen. Siamtliche Versuche wurden mit Rana tem- 
poraria ausgefiihrt. Die als Suspensionsfliissigkeit benutzte Ringer- 
lisung enthielt die nach den Angaben von Warburg erforderliche Bi- 
carbonatmenge und war mit einem Stickstoff-Kohlensiuregemisch 
(5°,, Kohlensaiure) gesiattigt. 

Auch diese Versuche ergaben, dai unter dem Einflu8 des Nicotins 
die anaerobe Glykolyse gegeniiber dem Kontrollmuskel erhéht, die 
Steigerung aber nur eine minimale ist (s. Tabelle VI). 

Das die Methode der manometrischen Messung der anaeroben 
Glykolyse auch beim unverletzten quergestreiften Skelettmuskel 
Versuche dieser Art sind bisher noch nicht ausgefiihrt worden — brauch- 
bar ist, erweisen die folgenden Versuche. Auf Grund der chemischen 


Milchséureanalyse war uns — wie im Vorangehenden naher ausgefiihrt 
worden ist bekannt, daB Acetylcholin keine Steigerung der Milch- 


siurebildung hervorruft, Nicotin die Milchsiure ein wenig, Kalium und 
Chinin sie dagegen betrichtlich steigern. Von dieser Erfahrung aus- 


gehend haben wir Vergleichsbestimmungen mit der manometrischen 
Methode ausgefiihrt, indem wir der einen Gruppe von Muskeln 
(rechte Gastrocnemii von vier bis fiinf Fréschen) Nicotin, der anderen 
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Tabelle VI. 
{. Februar 1929. Anaerobe Glykolyse des Froschmuskels vor und nach 
Finwirkung von Nicotin (1: 10000). Temperatur 19°. 





Linke Gastrocnemii derselben 


Rechte Gastrocnemii von fiinf me sce 2 ete ; 
Fréschen in Ringer. Gewicht 2,27 g. vrdeche Seca 
Zeit In Freiheit gesetzte ( O.-Menge In Freiheit gesetzte ( O )-Menge 
aon pro Std. und “egersoe pro Std. und 
insgesamt g Muskelgewicht insgesamt g Muskelgewicht 
cmm cmm emim emim 
1430'—15h30' 18 8 14 6 
15 30 —16 30 25 11 25 11 
16 30 —17 30 30 13 31 13 
Zusatz von Nicotin Zusatz von HgO 
17 40—18 40 88 39 40 18 
is 40—19 40 103 45 27 13 
19 40—-21 40 176 40 70 16 
21 40 —22 40 75 33 40 18 


Gruppe (linke Gastrocnemii derselben Frésche) Kalium bzw. Chinin 
zusetzen. Wie die Tabellen VII bis IX zeigen, stimmt das mit der 
manometrischen Methode gewonnene Ergebnis ganz mit den Resultaten 
der chemischen Milchséureanalyse tiberein. Kalium und Chinin, die nach 
den Ergebnissen der chemischen Analyse eine starkere Milchsaurebildung 
als Nicotin zur Folge haben, zeigen auch im manometrischen Ver- 
such einen starkeren Anstieg der die anaerobe Glykolyse anzeigenden 
CO,-Werte (Tab. VII und VIII). Acetylcholin, das nach der chemischen 
Analyse keine Steigerung der Milchsaurebildung hervorruft, laBt auch 
im manometrischen Versuch die entsprechende Steigerung vermissen 
Tabelle IX). Die Erhéhung der manometrischen Werte, die sich bei 
Acetylecholin gelegentlich findet, ist so gering und unbestimmt, dab 


Tabelle VII. 
17. April 1929. Vergleich zwischen der Nicotin- und Keliumwirkung (Nicotin 
1: 16000, KCl 1: 500) auf die anaerobe Glykolyse des Froschmuskels. 
Temperatur 20°. 





Rechte Gastrocnemii yon zwei Linke Gastrocnemii derselben 
Fréschen. Gewicht 0,9 g. Frésche. Gewicht 0.9 ¢g 
In Freiheit gesetzte ( O.-Menge In Freiheit gesetzte CO.-Menge 
Zeit 2 
bos t pro Std. und omeeemadiial pro Std. und 
— g Muskelgewicht a eacaaa gz Muskelgewicht 
cmm cmm emm cmm 
17h15’—18h15' 13 14 12 13 
18 15—19 15 13 14 12 13 
19 15 —20 15 13 14 14 15 
Zusatz von Nicotin Zusatz von KCl 
20 30 —21 00 22 49 52 116 
21 00 —21 30 19 42 43 9% 
21 30 —22 00 13 29 38 S4 
22 00 1 00 60 22 132 49 





328 S. G. Zondek u. F. Matakas: 


Tabelle VIII. 
16. April 1929. Vergleich zwischen der Nicotin- und Chininwirkung 
die anaerobe Glykolyse des Froschmuskels (Nicotin 1: 10000, Chin. h 
1: 1000). Temperatur 20°. 





Rechte Gastrocnemii von zwei Linke Gastrocnemii derselber 
Frischen. Gewicht 0.8 g Frische, Gewicht 0.8 ¢ 
: In Freiheit gesetzte © O2-Menge In Freiheit gesetzte © Oo-Mens 
Zeit 2 
ee pro Std. und oie pro Std. uw 
tie itianeani g Muskelgewicht an een g Muskelgew 
emm cmm cmm cmm 
18h15'—19h15’ 8 10 5 6 
19 15—20 15 11 14 Ss 10 
Zusatz von Nicotin Zusatz von Chinin 
20 30 —21 00 a7 67 160 400 
21 00 —21 30 16 40 97 249 
21 30 —22 00 16 40 70 175 
22 09 — 1 00 86 30 216 90 


Tabelle IX. 
13. April 1929. Anaerobe Glykolyse des Muskels vor und nach Einwirkung 
von Acetylcholin (1: 20000). Temperatur 20°. 





Linke Gastrocnemii derselben 
Frésche in Ringer (Kontrollmusk¢ 
Gewicht 0,91 g. 


Rechte Gastrocnemii von Frischen 
in Ringer. Gewicht 0,9 g. 


Zeit In Freiheit gesetzte © O2-Menge In Freiheit gesetzte C O.-Mengé 

pro Std. und pro Std. un 

emm g Muskelgewicht cmm g Muskelgew 
cmm cmm 
13h30'—14h30’ 15 17 14 16 
14 30 —15 30 25 27 27 30 
15 30 —16 30 25 27 24 27 
Zusatz von Acetylcholin Zusatz von H,O 
16 30 —17 00 8 18 8 18 
17 00 —18 00 34 38 26 29 
18 09 —19 00 30 33 19 21 
19 09 —20 00 20 22 22 24 
20 00 —21 00 25 28 24 27 
21 00 —23 00 50 28 52 29 
23 00 — 1 00 57 31 45 25 


sie praktisch nicht verwertbar ist. Wir haben, wie aus spiter noc! 
folgenden Ausfiihrungen hervorgehen wird, Bedenken, bei unverletzten 
Froschmuskeln — bei anderen Organen werden bekanntlich nur Rasie1 
messerschnitte verwandt, die beim Muskel wegen der mit der Zer 
schneidung einhergehenden Stoffwechselsteigerung nicht méglich sind 

aus den manometrischen Werten die absolute GriBe der anaeroben 
Glykolyse bzw. Milchséure abzulesen. Die Methode reicht aber, wie dir 


vorangehenden Versuche zeigen, aus, um festzustellen, 1. ob unter den 
KinfluB irgendeiner Substanz tiberhaupt eine Steigerung der Milchsaur 
zustande kommt, 2. ob in der Wirkung verschiedener Substanzen aut 
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aie anaerobo Glykolyse Unterschiede bestehen. — Zur Methodik sei 
noch folgendes nachgetragen. Mit allen von uns angewandten Sub- 
sitanzen wurden auch Leerbestimmungen gemacht, d.h. es wurde zur 
Kontrolle gepriift, ob nicht die Berithrung der einzelnen Giftlésungen 
mit der bicarbonathaltigen Ringerlésung zu Druckschwankungen im 
Manometer fiihrt, und so eine vermehrte anaerobe Glykolyse vor- 
tauscht. Beim Einkippen der Chininlésung in die Ringerlésung ist dies 
tatsachlich der Fall; es erfolgt ein starker Druckanstieg, der aber nach 
kurzer Zeit vollkommen abgeschlossen ist. Zur Vermeidung dieser 
Fehlerquelle haben wir bei den Chininversuchen nach dem Einkippen 
der Giftlésung so lange gewartet, bis der Druckanstieg beendet war, 
und erst dann mit den Ablesungen begonnen. Bei den tibrigen von uns 
benutzten Substanzen haben wir in den Leerversuchen nach dem Ein- 
kippen der Giftlésungen keine oder nur ganz minimale Druck- 
schwankungen beobachten kénnen. Um aber jede derartige Méglichkeit 
auszuschlieBen, haben wir trotzdem auch bei simtlichen anderen Ver- 
suchen nach dem Einkippen der Giftlésung erst einige Zeit gewartet, 
neu eingestellt und erst dann mit den weiteren Ablesungen begonnen. 

Das Ergebnis der bisherigen Versuche ist folgendes: Das Nicotin, 
das im Gegensatz zu Kalium, Chinin, Chloroform usw. zu einer tonischen 
Muskelkontraktion fiihrt, die ohne nennenswerte Anderung der Muskel- 
erregbarkeit einhergeht (die Erregbarkeit wird, wenn iiberhaupt, nur 
wenig herabgesetzt), fiihrt nur zu einer geringfiigigen Milchsiure- 
bildung. Letztere bleibt jedenfalls weit hinter derjenigen, die wir bei 
den durch Kalium, Chinin usw. erzeugten Kontraktionen gefunden 
haben, zurtick. 

Unsere Annahme, daf die Milchséiurebildung, die bei den ge- 
nannten Kontraktionen auftritt, nicht mit dem Vorgang der tonischen 
Muskelverkiirzung, sondern mit der Muskelschadigung zusammenhingt 
bzw. ihr parallel lauft, ist durch die bisher angefiihrten Versuche zweifellos 
nur indirekt,erschlossen. Der direkte Beweis ist nur dann gegeben, 
wenn es gelingt, zu zeigen, daB es auch Substanzen gibt, die den Muskel- 
tonus nicht steigern, jedoch die Erregbarkeit des Muskels zum Schwinden 
bringen und da diese Substanzen zu einer Steigerung der Milchsaure- 
bildung fiihren. Eine solche Substanz fanden wir im Novocain. 

DaB Novocain am isolierten Muskel eine Tonussteigerung nicht 
hervorruft, ist schon lange bekannt. Im Gegenteil, wie aus Unter- 
suchungen von Riesser!, Neuschloss?, Schiillcs*, Okamoto* (unter Héber), 


1 O. Riesser und S. M. Neuschloss, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
91, 6, 1921. 

2 S. M. Neuschloss, Pfliigers Arch. 207, 43, 1925. 

3 J. Schiiller, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 1925. 

4 Okamoto, Pfliigers Arch. 204, 726, 1924. 
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Meyerhof und Matsuoka! hervorge}t 
setzt Novocain den Muskeltonus heral 
bzw. hebt die kontrakturerzeugeni 
Wirkung anderer Substanzen, 
Acetylcholin, Kalium, Coffein usw. aut 
DaB die Erregbarkeit des Muskels nac| 
Novocain schwindet, war ebenfalls by 


kannt und konnte auch von uns by 
statigt werden (s. Abb. 2). 


Es galt jetzt, die Frage zu ent 
scheiden, ob der Novocainmuskel, der 
keine Kontraktion, dagegen — ein 
Schwinden der Erregbarkeit zeigt 
vermehrte Milchsaurebildung aufweist 
Leider war der chemische Nachweis 
der Milchsaiure nach der von uns sonst 
angewandten chemisch - analytischen 
Methode nicht méglich, da wir die 
Feststellung machten, daB das Novo 
cain in den fiir diese Versuche in 
Frage kommenden Konzentrationen 
den Milchsaurenachweis stért. Diese 
Stérung zeigte sich nicht nur bei den 
Muskelversuchen, sondern auch bei 
Analysen, die wir zur Kontrolle mit 
Lithium- bzw. Zinklactat ausfiihrten 
Wir muBten uns daher mit dem mano 
metrischen Nachweis der Milchsaure 
begniigen. Diese Versuche ergaben 
einwandfrei, da das Novocain zu 
starker Bildung von Milchsaure fiihrt 
denn wie aus den Tabellen X, XI 
Vi... mE: Vee, BSe One AX 
hervorgeht, steigt die durch die ge 
bildete Milchsiure in Freiheit gesetzte 
Kohlensiure des Bicarbonats sehr 
stark an. 

Gegen die Anwendung der mano 
metrischen Methode beim isolierten 


1 K. Matsuoka, Pfliigers Archiv 204, 
51, 1924. 
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Tabelle  - 
23. Marz 1929. Anaerobe Glykolyse des Froschmuskels vor und nach 


Einwirkung von Novocain (1: 500). Temperatur 20°. 





Linke Gastrocnemii der gleichen 
Frésche in Ringer (Kontrollmuskei 
Gewicht 10g 


Rechte Gastrocnemii von drei 
Frischen in Ringer. Gewicht 1,0 g. 


Zeit In Freiheit gesetzte C O.-Menge In Freiheit gesetzte © O,-Menge 
8 t pro Std. und ne pro Std. und 
ee g Muskelgewicht a gz Muskelgewicht 
cm ecmnin enim cmim 
{3b25’—14h25’ 17 17 14 14 
14 25 —15 25 24 24 24 24 
Zusatz von Novocatn Zusatz von H,O 
15 30 —16 30 78 78 25 25 
16 30 —17 30 78 78 29 29 
17 30 —18 30 80 80 25 25 
i8 30 —19 00 39 7s 17 34 


Tabelle XI. 
4. Februar 1929. Anaerobe Glykolyse des Froschmuskels vor und nach 


Einwirkung von Novoecain (1: 200). Temperatur 17°. 





Linke Gastrocnemii der gleiche 
Frésche (Kontrollmuskel) 
Gewicht 1.8 ¢ 


Rechte Gastrocnemii von vier 
Frischen in Ringer. Gewicht 1,8 g. 


Zeit In Freiheit gesetzte C O.-Menge In Freiheit gesetzte IC Og-Menge 
aa { pro Std. und = ‘ pro Std. und 
— g Muskelgewicht a g Muskelgewicht 
emm emm emm emm 
13h30'—14h30’ 18 10 12 7 
14 30 —15 30 7 4 9 5 
15 30 —16 30 16 9 9 is) 
16 30—17 30 21 12 18 10 
Zusatz von Novocain Zusatz von H, 0 
17 40—18 40 156 87 25 14 
i8 40 —19 40 100 5b 16 9 
19 40 — 21 40 324 w 54 - 16 


unverletzten Muskel kénnen allerdings, wie schon erwiahnt, in einer 
Hinsicht Bedenken erhoben werden; denn um genaue quantitative 
Werte zu erhalten, ist es erforderlich, da die gesamte im Muskel vor- 
handene und neu entstehende Milchsiure sich mit dem Bicarbonat 
der umgebenden Fliissigkeit umsetzt. Bleibt ein Teil der Milch- 
saure im Muskel zuriick und dies ist nach Untersuchungen von 
Meyerhof* sicher der Fall —, diffundiert also nicht nach auBen, so kann 
sie sich nur mit dem im Muskel selbst vorhandenen Bicarbonat 
umsetzen. Wieviel von dem Bicarbonat der Nihrlésung in den Muskel 
eindringt, wie groB also der Bicarbonatgehalt des Muskels selbst ist, 


1 Meyerhoy, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 191, 128, 1921. 
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kann nicht mit Sicherheit angegeben werden. Bei der relativen Di: 
des Muskels diirfte die Diffusion des Bicarbonats in den Muskel hin« 
erschwert sein, und es ist daher sehr wahrscheinlich, daB im Musk 


die Endkonzentration an Bicarbonat geringer als in der Nahrlésung 
ist; ob unter diesen Umstinden im Muskel eine vollkommene Umsetzung 
der Milchsaure mit dem Bicarbonat méglich ist, ist also nicht ganz 
sicher. Es wire aus diesem Grunde auch verstindlich, wenn die von 
uns manometrisch gefundenen Milchsiurewerte in der Ruhe des Muskels 
zu klein wiiren. Wie aus den Tabellen X, XI, XVI, XVII, XVII, XIX, 
XX hervorgeht, haben wir pro Stunde und Gramm Muskelgewicht Milch- 
siurewerte von 0,04 bis 0.12 mg gefunden. Die wirkliche Milchsiiure 
produktion pro Stunde und Gramm Muskelgewicht betragt aber nach 
Meyerhof und auch nach unseren Erfahrungen durchschnittlich 0,1 mg 
Die von uns gefundenen Werte sind also tatsachlich im Durchschnitt 
etwas zu klein, die Differenz ist aber nur eine verhaltnismabig sehr 
geringe. Immerhin ist es méglich, daB ein gewisser, wenn auch sicherlich 
nur kleiner Teil der Milchsaure sich im Muskel mit dem Bicarbonat nicht 
umsetzt und daher dem Nachweis entgeht. Nun kénnte eingewandt 
werden, da unter dem Einflu8 des Novocains die Diffusion von Milch- 
siure aus dem Muskel in die Naihrlésung geférdert wird und daB daher die 
vonuns gefundenen Kohlensiurewerte nicht einer vermehrten Milchsaure- 
bildung, sondern dem Austritt der in der Ruhe im Muskel angehauften 
Milchsaiure zuzuschreiben sei. Aber selbst zugegeben, da das Novocain 
die Milchsaiurediffusion férdert und da’ unter seinem EinfluB Milch 
siure, die sich zuvor im Muskel befand, in die Nahrlésung eindringt 
und Kohlensaure in Freiheit setzt, so besteht kein Zweifel, da es trotz- 
dem bei der Novocaineinwirkung zu einer absoluten Mehrbildung von 
Milchsiure kommt. Denn selbst fiir den Fall, daB das Novocain die 
gesamte, normalerweise in einem Muskel sich befindende Milchsaure 
aus dem Muskel heraustreibt, kann letztere allein die von uns gefundenen 
hohen Werte nicht erkliren 

Betrachten wir z. B. die Tabelle XX, so zeigt sich folgendes: Die 
von uns nach dem Zusatz von Novocain innerhalb von 4 Stunden 
gemessenen Kohlensiurewerte betragen 570 mm = 2.28 mg Milchsaure 
Dieser Wert ist betrachtlich gréBer als der Milchsiurewert, der dem 
Anfangsmilchsiuregehalt +- der normalen Stundenproduktion inner- 
halb der Versuchszeit entsprechen wiirde. Die wahrend der ganzen 
6stiindigen Versuchsdauer unter normalen Bedingungen zu erwartende 
Milchsiiuremenge wiirde namlich nur | mg betragen (0,4 mg Anfangsgehalt 
+- 0,6 mg Milchsiuregesamtstundenproduktion bei 6stiindiger Versuchs- 
dauer). Der von uns gefundene Wert von 2,28 mg kann also nur aut 
Kosten einer wirklichen Mehrbildung an Milchsaiure gesetzt werden. In 
Wirklichkeit diirfte die Mehrbildung an Milchsaiure unter dem Einflu 
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des Novocains eine wesentlich gréBere sein, da die Annahme, daf vor 
Zusatz des Novocains die gesamte bisher gebildete Milchsiure sich im 
Muskel anhauft bzw. sich mit dem Bicarbonat der Nahrlésung nicht 
umsetzt, den Tatsachen keineswegs entspricht; da wir nimlich mit 
der manometrischen Methode (wie schon angegeben) eine Stunden- 
produktion von 0,04 bis 0,12 mg nachweisen, kann die Milchsiuremenge, 
die im Muskel retiniert ist und sich mit dem Bicarbonat nicht umgesetzt 
hat, nur eine geringe sein. 

DaB es unter dem Einflu8 des Novocains zu einer wirklichen, 
d.h. absoluten Mehrbildung an Milchsiure kommt, wird auch durch 
die von uns angestellten Sauerstoffversuche bewiesen. Sie haben namlich 
ergeben, da das Novocain auch zu einer betrachtlichen Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs fiihrt, was nicht verstandlich ware, wenn 
keine Steigerung der Milchsaurebildung vorlige (s. Tabelle XII und XIII, 
XIV und XV). Im Gegensatz zur Milchsaurebildung setzt die Steigerung 
des O,-Verbrauchs erst in der zweiten Stunde nach dem Novocainzusatz 
ein; dies diirfte wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB die schadigende 
Wirkung des Novocains auch zu einer relativen Atmungshemmung 
fiihrt, und es anscheinend erst einer stirkeren Anhaiufung von Milch- 
siure bedarf, um eine Steigerung der Atmungsvorginge auszulésen. 
Auch tritt die Atmungssteigerung erst bei einer Novocainkonzentration 
von 0,4 bis 0,5 °% ein, wahrend die Steigerung der anaeroben Glykolyse 
bereits bei einer Konzentration von 0,2 °%, festgestellt werden kann. 
DaB die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs nach Novocain einer wirk- 
lichen Atmungssteigerung des Muskels entspricht, wird schon durch 
die Tatsache bewiesen, daB die Zunahme ziemlich gleichmaBig mehrere 


Tabelle XII. 


13. September 1928. O,-Verbrauch des Muskels in O,-Atmosphare vor und 
nach Einwirkung von Novocain (1: 200). Temperatur 19°. 





Linker Gastrocnemius desselben 
Frosches in Ringer (Kontrollmuskel). 
Gewicht 0,6 g. 


Rechter Gastrocnemius in Ringer. 
Gewicht 0,6 g. 








Zeit O-Verbrauch O-Verbrauch 
inagesamt g Vfuskelgewicht inegesamt g Weskeigewieht 

cmm emm emm emm 

18h20’—19h20’ 15 25 24 40 
19 20 —20 20 14 24 19 32 
Zusatz von Novocain Zusatz von H,O 

20 30 —21 00 9 30 11 $7 
21 00 —22 00 25 41 15 25 
22 00 —23 00 36 60 15 26 
23 00 —24 00 48 80 14 23 
24 00 — 1 00 46 ‘4 14 23 
1 00 — 2 00 60 100 15 25 
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Tabelle XIII (Ubersichtstabelle ). 


O,-Verbrauch des Froschmuskels in O,-Atmosphare nach Einwirkung v0, 
Novocain (1: 250). 





O2-Verbrauch im Durchschnitt pro s 
und g Muskel nach Einwirkung \ 
, + ; Novocain (1 : 250) in emm 
Ver- Zahl der Muskel- Versuchs- | Ka Acted no Bet 2 6, 


such Detam Muskeln gewicht dauer Rechter } Linker 
| Gastrocnemius in Gastrocnemius 
| Ringer + Novocain,| (Kontrollmusk« 
Nr. | 1928 g Std. 0,4 in Ringer 
1 . 3% 1 0,35 9 50 20 
2 13. IX 1 0,59 5 75 30 
3 5 Pee 2 0,33 9 60 24 
4 1) a 2 0,3 9 57 25 
5 | 13. 1X 1 0,6 5Y, 70 24 
6 | 18. IX 1 0,5 BY, 83 40 
7 Bae &, 2 0,4 9 60 32 


Stunden lang wahrt; bei der prinzipiellen Wichtigkeit, die aber unseres 
Erachtens gerade den Novocainuntersuchungen zukommt, haben wir 
diese Versuchsresultate noch weiter zu sichern gesucht. Wir erwogen, 
ob nicht eventuell eine chemische Umsetzung zwischen Novocain und 
irgendwelchen Muskelsubstanzen zustande kommt, die mit Sauerstoff 
einhergeht. Unter diesen Umstanden wire allerdings nicht verstandlich 
warum die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs stundenlang und gleich. 
maBig anhalt. Wir haben den Einwand aber auch direkt zu widerlegen 
gesucht. Vom Chinin war uns bekannt, daB es nach einer Einwirkungs- 
dauer von einigen Stunden die Atmung des Muskels aufhebt. Wir haben 
daher Novocain Muskeln zugesetzt, die mit Chinin so lange vorbehandelt 
waren, bis eine starke Abnahme der Atmung nachweisbar wurde, und 
konnten feststellen, daB unter diesen Bedingungen Novocain zu einer 
Steigerung des Sauerstoffverbrauchs nicht mehr fiihrt (s. Tabelle XIV) 
Dieser Befund ware unwahrscheinlich, wenn der Mehrverbrauch von 
Sauerstoff auf Kosten einer chemischen Umsetzung des Novocains mit 
den chemischen Muskelsubstanzen zu setzen wire. Wie Warburg gezeigt 
hat, werden die Atmungsvorgange an der Zelle auch durch Narkotica (z. B 
Athylurethan) aufgehoben bzw. gelihmt; da8 dies speziell auch fiir dic 
Muskelatmung zutrifft, ist von Meyerhof gezeigt worden. Zusatz von 
Novocain nach Vorbehandlung mit Athylurethan 148t — wie wir fest- 
stellen konnten (s. Tabelle XV) — eine Steigerung des O,-Verbrauchs voll- 
kommen vermissen. An der Tatsache, daB die Steigerung des O,-Ver- 
brauchs nach Novocain einer verstarkten Zellatmung entspricht, ist 
demnach nicht zu zweifeln. 
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Tabelle XIV. 


23. Oktober 1928. O,-Verbrauch des mit Chinin vorbehandelten Muskels 
nach Einwirkung von Novocain (1: 500). Temperatur 20°. 





Rechter Gastroenemius eines Linker Gastroenemius desselben 
Frosches in Ringer. Gewicht 0,25 g. Frosches in Ringer. Gewicht 0,25 g 
O2-Verbrauch nach mehrstiindiger O2-Verbrauch ohne Chinin- 
Zeit | Chininvorbehandlung (1 : 500) vorbehandlung 
| tmomesamt | pee Std. und || pon, | pro Std. und 
= g Muskelgewicht a g Veskelgewicht 
cmm emm 
14h15’—1515' 7 28 6 24 
15 15 —16 15 4 16 6 24 
16 15—17 15 2 s 6 24 
17 15—18 15 4 16 7 28 
18 15—19 15 1 4 5 20 
Zusatz von Novocain Zusatz von Novocain 
19 20 —20 20 1 4 4 * 16 
20 20 —21 20 1 t 14 56 
21 20 —22 20 2 S 23 92 
22 20 —23 20 1 4 34 136 
23 20— 0 20 1 q 38 152 


Tabelle XV. 


13. Juni 1929. O,-Verbrauch des mit Athylurethan vorbehandelten Frosch- 
muskels nach Einwirkung von Novocain (1: 200). Temperatur 20°. 





Linke Gastrocnemii derselben 
Frésche (Kontrollmuskel). 
Muskelgewicht 1,2 g. 
pars ., Oo-Verbrauch der mit 10°%/,igem || O,-Verbrauch der nicht vor- 
Zeit Athylurethan vorbehandelt. Muskeln behandelten Kontrollmuskeln 


Rechte Gastrocnemii von drei 
Fréschen. Muskelgewicht 1,2 g. 











ro Std. und 


pro Std. und 


inegesamt g Muskelgewicht insgesamt g Muskelgewicht 

emm emm emm emm 
11h30’—12h00' 7 il 19 82 
12 00 —13 00 8 7 36 30 
13 00 —14 00 5 4 a 23 

Zusatz von Novocain Zusatz von Novocain 
14 10—15 10 2 2 36 * 80 
15 10 —16 10 2 2 50 42 
16 10 —17 10 0 0 63 53 
17 10—18 10 0 0 74 62 
18 10—19 10 2 2 90 76 
19 10 —20 10 0 0 112 98 


Das Ergebnis der bisherigen Veisuche ist also folgendes: 

Unter den von uns untersuchten Substanzen, die eine tonische 
Muskelkontraktion hervorrufen, fiihren Kalium, Chloroform, Chinin 
und Ammoniak zu starker, Nicotin zu geringfiigiger und Acetylcholin 
iiberhaupt nicht zu Milchsdurebildung. Novocain, das keine Kontrak- 
tion auslést, ruft starke Milchsdurebildung hervor. In _prinzipiell 
gleicher Weise beeinflussen die genannten Substanzen auch den O,- 
Verbrauch des Muskels. 


22* 
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Il. 


Aus den vorangehenden Ausfiihrungen geht hervor, daB bei alley 
mit Milchsdiurebildung einhergehenden Kontrakturen die Milchsaure. 
produktion erst nach Beginn der Kontraktion einsetzt, sie also nicht 
als Ursache des Kontraktionsvorgangs in Frage kommen kann. Dafiir 
spricht ferner die Tatsache, daB es auch tonische Muskelkontraktionen 
ohne Milchsaurebildung gibt (z. B. Acetylcholin), und daB andererseits 
unter dem Einflu8 von Giften (z. B. Novocain) Milchsiurebildung 
hervorgerufen wird, ohne daB es zu einer Muskelkontraktion kommt 


Neben dem Vorgang der Muskelkontraktion ist die bei allen in 
Frage kommenden Kontrakturen mehr oder weniger auftretende 
Spannungsentwicklung zu beriicksichtigen; denn auch von letzterer 
wurde vielfach angenommen (insbesondere von Meyerhof! und seinem 
Schiller Matsuoka)?, daB® fiir sie die gebildete Milchsaure ursichlich in 
Frage kime. Meyerhof hat diese Frage in folgender Weise klaren wollen. 
Er hat die betreffenden, mit Spannungsentwicklung einhergehenden 
Substanzen verschieden lange Zeit oder bei verschiedenen Tempe- 
raturen auf Muskeln einwirken lassen, die sich entwickelnde Spannung 
gemessen und dann den Milchsauregehalt der Muskeln festgestellt. 
Er will im allgemeinen eine der verschiedenen Spannungsentwicklung 
parallel verlaufende Milchsaurebildung gefunden haben. War beispiels- 
weise unter der verschieden langen Einwirkung einer Kontraktur- 
substanz wie Coffein die Spannungsentwicklung bei einem Muskel 
doppelt so gro8 wie bei dem anderen, so sollte nach der Ansicht Me yerhofs 
auch der Milchsiuregehalt des Muskels doppelt so groB sein. Be- 
trachtet man die von Matsuoka veréffentlichten Werte, so zeigt sich 
jedoch, daB dieser Parallelismus nur fiir einen Teil der Fille zutrifft, 
daB bei anderen aber recht betrichtliche Unterschiede bestehen. So 
finden sich z. B. auch Falle, bei denen die Spannungsentwicklung 
zweier Muskeln in einem Verhiltnis von 1:2, die Milchsiurebildung 
aber in einem Verhaltnis von 1: 6 steht. Die Annahme von Matsuoka, 
daB die Ungenauigkeit in diesen Fallen darauf beruhen kénnte, dab 
nur der Muskel und nicht auch die Ringerlésung, in der sich der 
Muskel befand, zur Milchsiureanalyse gelangte, kann nicht als stich- 
haltig angesehen werden. Matsuoka ist der Meinung, daB Milch- 
saure in verschieden starkem Mabe in die Ringersche Niahrlésung 
diffundiert sein kénnte, und da8 hierauf die in einem Teile der Fille 
bestehenden Unterschiede der erwarteten und gefundenen Milch- 
siure beruhen. Nehmen wir die Méglichkeit einer starkeren Diffusion 
als gegeben an, so mu8 sie naturgemaB in den Fallen, in denen der 


1 O. Meyerhof, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 10, 8. 392. 
2 K. Matsuoka, Pfliigers Arch. 204, 51, 1924. 
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Muskel der Giftwirkung verhiltnismaBig lange Zeit ausgesetzt war, 
gréBer, zum mindesten nicht kleiner sein als in den Fiillen, in denen 
das Gift nur verhaltnismaBig kurze Zeit auf den Muskel einwirkte. 
Wollte man fiir die von Matsuoka gefundenen Unterschiede diese 
Diffusionsvorgange verantwortlich machen, so wire man aber, wie bei 
naherer Betrachtung der von Matsuoka angegebenen Zahlen ohne 
weiteres festzustellen ist, zur Annahme gezwungen, dab die 
Muskeln, die dem Einflu8 der Giftwirkung kurze Zeit ausgesetzt waren, 
in dieser Zeitspanne ganz betrichtlich mehr Milchsiure hinaus- 
diffundieren lieBen als die Muskeln, bei denen eine langdauernde Ein- 
wirkung des Giftes stattgefunden hat. Dies kann natiirlich nicht 
méglich sein. 

Kénnen die von Meyerhof und Matsuoka angefiihrten Versuche 
als nicht beweiskraftig fiir einen Zusammenhang zwischen Milchsiure- 
bildung und Spannungsentwicklung angesehen werden, so bleibt noch 
zu erértern, ob Tatsachen vorliegen, die direkt gegen die Annahme 
des Bestehens derartiger Beziehungen sprechen. Dies ist unseres Er- 
achtens, wie aus dem Folgenden hervorgehen soll, durchaus der Fall. 

Die verschiedenen kontrakturerzeugenden Substanzen haben, wie 
aus Untersuchungen von Meyerhof, Riesser u. a. hervorgeht, die Eigen- 
schaft, verschieden starke Spannungen hervorzurufen. Substanzen 
wie Acetylcholin, Nicotin, Kalium rufen eine Kontraktur mit wenig 
Spannungsentwicklung hervor, wahrend bei Kontrakturwirkungen, die 
durch Coffein und Chinin hervorgerufen werden, eine starke Spannungs- 
entwicklung zustande kommt. Ware die Milchsiure die Ursache der 
Spannungsentwicklung oder ginge sie ihr auch nur parallel, so diirften 
die Kontraktursubstanzen, die die gleiche Spannungsentwicklung her- 
vorrufen, unter sich auch keine wesentlichen Differenzen hinsichtlich 
der Milchsiurebildung aufweisen. Dies trifft aber keineswegs zu. Wie 
Riesser und Richter! gezeigt haben, ist die bei der Kaliumkontraktur 
sich entwickelnde Spannung nur unwesentlich gréBer als die Spannung. 
die bei den Nicotin- und Acetylcholinkontrakturen beobachtet wird. 
Hinsichtlich der Milchsdurebildung bestehen aber recht betrachtliche 
Unterschiede. Bei der Kaliumwirkung werden, wie wir nachgewiesen 
haben, verhaltnismaBig groBe Milchsiuremengen gebildet, wahrend es 
bei Nicotin zu geringer und bei der Acetylcholinwirkung zu gar keiner 
Milchsaéurebildung kommt. Trotz der geringen Spannungsentwicklung, 
die beim Kalium beobachtet wird, nahern sich die bei der Kalium- 
kontraktur gefundenen Milchsiurewerte denen, die wir beim Chinin 
finden, dem eine starke Spannungsentwicklung zukommt. Jedenfalls 
steht hinsichtlich der Milchsiurebildung das Kalium dem Chinin viel 


1 QO. Riesser und F. Richter, Pfliigers Arch. 207, 287, 1925. 
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naher als dem Acetylcholin und Nicotin, wahrend hinsichtlich de 
Spannungsentwicklung das entgegengesetzte der Fall ist. Noch starker 
tritt dies MiBverhaltnis in Erscheinung, wenn man die Novocainwirkung 
beriicksichtigt. Das Novocain, das gar keine Spannung entwickelt 
fiihrt, wie im ersten Teil dieser Arbeit ausgefiihrt worden ist, zu deut 
licher Milchsaurebildung, wahrend Acetylcholin, das zwar keine wesent- 
liche, aber immerhin doch eine noch meBbare Spannungsentwicklung 
hervorruft, keine vermehrte Milchséurebildung bewirkt. Die Milchsaure. 
bildung nach Novocain, das gar keine Spannung entwickelt, ist, wi 
aus den folgenden Versuchen hervorgeht, anscheinend nicht geringer 
als die des Chinins, dessen Wirkung mit starker Spannungsentwicklung 
verlauft. 

Wir haben Vergleichsversuche zwischen Novocain und allen anderen 
von uns hier angefiihrten Substanzen ausgefiihrt, deren Ergebnis sich 
in den Tabellen XVI bis XVIII widerspiegelt. Es ergibt sich aus 


Tabelle XVI. 23. Marz 1929. Vergleich zwischen Novocain- und Acetyl 
cholinwirkung (Novocain 1: 200, Acetylcholin 1: 20000) auf die anaerobe 
Glykolyse des Froschmuskels. Temperatur 19°. 





Rechte Gastrocnemii von drei Linke Gastrocnemii derselben 
Fréschen in Ringer. Gewicht 1,40 g. Frésche in Ringer. Gewicht1,39 g 


Zeit In Freiheit gesetzte C O.-Menge In Freiheit gesetzte C O.-Menge 





pro Std. und pro Std. und 


insgesamt g Muskelgewicht insgesamt g Muskelgewicht 
emm emm ecmm emm 
13h25’—14b25’ 29 20 19 14 
14 25 —15 25 38 27 30 21 
Zusatz von Novocain Zusatz von Acetylcholin 
15 30 —16 30 203 145 54 38 
16 80 —17 30 174 124 38 37 
17 30 —18 30 203 145 17 12 


Tabelle XVII. 23. Marz 1929. Vergleich zwischen Novocain- und Nicotin 
wirkung (Novocain 1: 200, Nicotin 1: 10000) auf die anaerobe Glykolyse 
des Froschmuskels. Temperatur 19°. 





Rechte Gastrocnemii von drei Linke Gastrocnemii derselben 





Fréschen in Ringer. Gewicht 1,33g. | Friésche in Ringer. Gewicht 1,35 g 
Zeit In Freiheit gesetzte C O2-Menge In Freiheit gesetzte CO2-Menge 

. | oro Std. und br fa en oro Std. und 

insgesamt | g Muskelgewicht iInagesamt g Muskelgewicht 
emm emm emm emm 
13625’ —14h25' | 14 i 34 | 26 
14 25 —15 25 20 15 22 | 16 
Zusatz von Novocain Zusatz von Nicotin 
15 30 —16 30 | 140 110 98 74 
16 30 —17 30 | 168 126 78 59 


17 30—18 30 168 126 58 44 
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Tabelle XVIII. 
23. Marz 1929. Vergleich zwischen Novocain- und Kaliumwirkung (Novocain 
1: 500, KCl 0,15%) auf die anaerobe Glykolyse des Froschmuskels- 
Temperatur 19°. 





Rechte Gastrocnemii von drei Linke Gastroenemii derselben 
Fréschen in Ringer. Gewicht 0,9 g. Frische in Ringer. Gewicht 0,9 g 
Zeit In Freiheit gesetzte C O2-Menge In Freiheit gesetzte C O,-Menge 
asin pro Std. und Litas pro Std. und 
cnageeaans g Muskelgewicht insgesamt g Muskelgewicht 
emm emm emm emm 
13h25’—14h25’ 15 17 11 12 
14 25 —15 25 22 25 21 23 
Zusatz von Novocain Zusatz von KCl 
15 830 —16 30 133 148 85 94 
16 30 —17 30 133 148 83 , 8 
17 30—18 39 142 158 76 84 
i8 30 —19 00 72 | 160 35 78 


ihnen, daB das Novocain, das keine Spannung entwickelt, zu einer 
stirkeren anaeroben Glykolyse fiihrt als Acetylcholin, Nicotin und 
Kalium (s. Tabelle XVI bis XVIII), deren Spannungsentwicklung zwar 
nicht sehr groB, immerhin doch entschieden gréBer ist als die des Novo- 
cains. Die anaerobe Glykolyse nach Novocain bleibt anscheinend 
nicht einmal hinter der des Chinins zuriick (s. Tabelle XIX), obwohl 


Tabelle XIX. 
6. April 1929. Vergleich zwischen Novocain- und Chininwirkung (Novocain 
1: 200, Chin. hydr. 1: 500) auf die anaerobe Glykolyse des Muskels. 
Temperatur 19°. 





Rechte Gastrocnemii von drei Linke Gastrocnemii derselben 
Frischen. Gewicht 1,5 g. Frésche. Gewicht 1,49 ¢ 
Zeit In eternal qoaenate CO,-Menge - Weekes quectey OOp ee 
oF ee sro Std. d ie ro Std. d 
——— g Maskelgewicht nsgesam' 4 Vuskelgewicht 
emm emm emm emm 
14hQ0’—15h00’ 16 11 21 14 
15 00 —16 00 16 11 24 16 
16 00 —17 00 33 22 32 22 
Zusatz von Novocain Zusatz von Chinin. hydrochl. 
17 10 —18 10 230 152 240 160 
18 10 —19 10 280 186 205 136 
19 10 —20 10 262 174 194 130 
20 10 —21 10 154 102 134 90 
21 10 —22 10 175 116 110 74 


die Unterschiede, die in der Spannungsentwicklung der beiden Sub- 
stanzen bestehen, die denkbar gréBten sind. Die Milchsaéurebildung 
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nach Coffein ist dagegen noch betrachtlich starker als die nach Novoca 
(s. Tabelle XX). 
Tabelle XX. 
6. April 1929. Vergleich zwischen der Novocain- und Coffeinwirkung (Novo- 
cain 1: 500, Coffein. pur. 1: 700) auf die anaerobe Glykolyse des Frosch:- 
muskels. Temperatur 20°. 





Rechte Gastroenemii von zwei Linke Gastrocnemii derselben 
Fréschen in Ringer. Gewicht 0,5 g. Frésche in Ringer. Gewicht 0,5 g¢ 


Zeit In Freiheit gesetzte C O.-Menge In Freiheit gesetzte C O.-Menge 


pro Std. und pro Std. und 


inegeseast g Muskelgewicht  ™Seesamt g Muskelgewieht 
} emm emm emm emm 
14h05'—15h05' 5 10 5 10 
15 05 —16 05 15 30 14 28 
Zusatz von Novocain Zusatz von Coffein. pur 
16 10—17 10 70 140 257 514 
17 10—18 10 106 212 142 284 
18 10 —26 10 | 218 218 108 108 


Bei den tonischen Muskelkontraktionen kann nach den angefiihrten 
Untersuchungen zwischen Spannungsentwicklung und Milchsdurebildung 
‘kein Zusammenhang bestehen. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Bei den durch die verschiedensten von uns gepriiften Substanzen 
(Acetylcholin, Nicotin, Kalium, Chinin, Coffein, Chloroform, Ammoniak) 
erzeugten tonischen Kontrakturen haben wir die Frage des zwischen dem 
Kontraktionsvorgang und der Milchsaurebildung sowie die Frage des 
zwischen Spannungsentwicklung und Milchsiurebildung bestehenden 
Zusammenhangs zu klaren versucht. Die Auffassung, da die Milch- 
siure als auslésender Faktor des Verkiirzungsvorganges bei diesen 
tonischen Kontraktionen in Frage kommt, besteht unseres_ Er- 
achtens nicht zu Recht; denn es hat sich gezeigt, dab es tonische 
Muskelverkiirzungen gibt, bei denen keine Milchsiure gebildet wird 
(Acetylcholin) und daB bei den tonischen Kontrakturen, die mit Milch- 
siurebildung einhergehen, die Milchséurebildung erst nach Beginn des 
Verkiirzungsvorgangs einsetzt. Ebensowenig kann die Milchsaure fiir 
die Aufrechterhaltung des Verkiirzungsvorgangs in Frage kommen. So 
ist, obgleich die Acetylcholinkontraktur stundenlang anhalten kann. 
wahrend der ganzen Zeit der Wirkung eine vermehrte Milchsaurebildung 
nicht nachweisbar. 

DaB die Spannungsentwicklung nicht mit der Milchsaure zu- 
sammenhangen kann, geht daraus hervor, daB zwischen Spannungs- 
entwicklung und Milchsaéurebildung kein Parallelismus besteht. Sub- 
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stanzen wie Acetylcholin, Nicotin und Kalium, die in der Spannungs- 
entwicklung wenig differieren, unterscheiden sich auSerordentlich 
hinsichtlich der Milchsaurebildung. Acetylcholin, das nur in geringem 
MaBe spannungsentwickelnd wirkt, fiihrt zu keiner Milchsdurebildung, 
Kalium dagegen, dessen Spannungsentwicklung nur wenig gréBer 
ist, fiihrt zu einer Milchsaéurebildung, die nicht wesentlich hinter der 
zurickbleibt, die etwa bei Chinin beobachtet wird, dessen Spannungs- 
entwicklung auBerordentlich groB ist. Novocain, das gar keine Spannung 
hervorruft, bewirkt eine starke Milchsdurebildung. 

Die Auffassung, daB zwischen der unter den Bedingungen des 
Versuchs gefundenen Milchsaéure und der Spannungsentwicklung kein 
Zusammenhang besteht, erfahrt dann eine besondere Stiitze, wenn es 
gelingt, zu zeigen, daB eine andere Ursache fiir die Milchsaiurebildung 
in Frage kommen kann. Nach den Ergebnissen unserer Versuche diirfte 
sie in einer Schadigung des Muskels zu suchen sein, die ihren 
Ausdruck in einer mitunter sogar reversiblen Aufhebung der Muskel- 
erregbarkeit findet. Bringen wir die Milchsiurebildung mit 
dieser Muskelveranderung in Beziehung, dann ist jede Schwierigkeit 
fiir die Erklarung der Versuchsergebnisse behoben. Wir! verstehen 
dann, warum z.B. die Kaliumkontraktur zur Milchsaurebildung 
fiihrt, die Acetylcholinkontraktur dagegen ohne Milchsaurebildung 
einhergeht, obgleich beide durch annahernd die gleiche Spannungs- 
entwicklung ausgezeichnet sind; auch ist dann _ verstandlich, 
weshalb eine Substanz wie das Novocain, das weder eine Kontraktion 
erzeugt, noch eine Spannungsentwicklung hervorruft, eine vermehrte 
Milchséurebildung verursacht (auch vermehrten Sauerstoffverbrauch), 
wihrend Acetylcholin trotz Kontrakturerzeugung und trotz Spannungs- 
entwicklung (so geringfiigig sie auch ist) keine vermehrte Milchsaure- 
bildung (auch keinen vermehrten Sauerstoffverbrauch) aufweist. Ka- 
lium und Novocain sind namlich Substanzen, die zum Schwinden der 
Muskelerregbarkeit fiihren, wahrend bei der Acetylcholinkontraktur 
eine Verminderung der Muskelerregbarkeit nicht zu verzeichnen ist. 
DaB8 es sich bei den anderen Substanzen um ganz analoge Erscheinungen 
handelt, geht aus der Tabelle XXI hervor, die die Ergebnisse unserer 
Versuche iibersichtlich wiedergibt. Ob die Milchsaiure kausal mit 
der Anderung der Muskelerregbarkeit zusammenhingt, oder ob 
das gleiche Agens, das zur Veranderung der Erregbarkeit fiihrt, 
auch die vermehrte Milchsaurebildung bedingt, es sich also nur 
um pafallel verlaufende Vorginge handelt, lassen wir vorlaufig dahin- 
gestellt. 

DaB rein tonische Muskeln, wie etwa der SchlieBmuskel der Mies- 
muschel, sich verkiirzen, starke Spannungen entwickeln und erhalten 
kénnen, ohne zu einer Steigerung des Stoffwechsels (gemessen am 
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Tabelle XXI (Ubersichtstabelle ). 





7 Siete. Verminderung Milchstur: 

Substanzen Kentraktur care cadens a... Milan 
(Hae +++ +++ +++ +++ 
Se Ie agi +++ +++ +++ ++- 
Chloroform ..... +++ +++ +++ +++ 
Amepeniek 4... ... +++ +++ +++ +++ 
RS etapa ++ ~ ++ +4 
Ss ed gig AS Oy ++ + + + 
Acetylcholin. . ... ++ + “a3 = 
Novocain — —_— ++ ++ 


Sauerstoffverbrauch) zu fiihren, haben Parnas! und Bethe? einwandfrei 
nachgewiesen. Ob auch der quergestreifte Skelettmuskel zu ahnlichen 
Leistungen befahigt ist, war bisher eine sehr umstrittene Frage. Die 
vorliegenden Versuche diirften den Beweis erbracht haben, daB dies 
durchaus méglich ist. Der Muskel vollbringt diese Leistungen mit 
seinem tonischen Anteil. Die Tatsache, daB der Muskel sich auch teta- 
nisch verkiirzen kann und dabei Spannungskraft entwickelt, und dal} 
diese Vorginge mit einer starken Steigerung des Stoffwechsels (Milch- 
siurebildung und Sauerstoffverbrauch) einhergehen, wird durch die vor- 
liegenden Versuchsergebnisse natiirlich nicht im geringsten beriihrt 

Die Muskelfunktion bzw. Muskelleistung besteht unter den Be- 
dingungen des Lebens zweifellos aus dem Zusammenwirken von to 
nischem und tetanischem Anteil. Ist aber allein der tetanische Anteil 
mit meBbarer Stoffwechselsteigerung verbunden, so kénnen die Stoff- 
wechselvorgiinge allein keinen MaBstab fiir die Beurteilung der Muskel- 
funktion bilden. Auf die Bedeutung, die diese Fragen fiir die Beurteilung 
der Muskelfunktion und -leistungsfahigkeit unter physiologischen und 
pathologischen Bedingungen haben, werden wir an anderer Stelle ein- 
gehen. 


1 J. Parnas, Pfliigers Arch. 184, 441, 1910. 
2 A. Bethe, ebendaselbst 142, 291, 1911. 
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Beitrige zur Frage des Hexosenabbaues in der Pflanze. 


V. Mitteilung: 
Uber den Gehalt und die Wirksamkeit der Oxydoreduktase in der Pflanze. 
Beitriige zur Frage nach dem Zusammenhang von Anoxybiose und Oxybiose. 


Von 
W. Zaleski und E, Schatalowa-Zaleskaja. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium zu Charkow.) 


(Eingegangen am 2. August 1929.) 


Bekanntlich ist der anoxybiontische Umsatz der Phanerogamen 
nicht immer mit einer reinen Alkoholgarung identisch. Meistens bilden 
verschiedene Pflanzenorgane anaerob weniger Alkchol, als der Giarungs- 
gleichung entspricht. Da die Quellen der anaeroben Kohlensiure 
unbekannt sind, so kann man keinen bestimmten Schluf tiber den 
Umfang des anaeroben Stoffwechsels und daher tiber die zahlenmabigen 
Beziehungen zwischen den Atmungs- und Garungsvorgingen ziehen. 

Noch schwieriger sind die Unterschiede in der Relation zwischen 
Atmung und Garung der Pilanze zu deuten, wenn der Quotient J/N <'/, 
ist. Man nimmt an, daB der anoxybiontische Umsatz teils ohne Kohlen- 
siurebildung vor sich geht oder daB bei der Anaerobiose eine Ver- 
giftung der Zellen oder eine Inaktivierung ihrer Fermente stattfindet. 
Man nimmt auch an, da die Quellen der aeroben und anaeroben 
Kohlensaéure verschieden sind. Es ist auch nicht ausgeschlossen, daB 
der Chemismus der ersten Phase des Zuckerabbaues in beiden Fallen 
verschieden ist. ‘ 

Die oben erwihnten Tatsachen erschweren tiberhaupt die Klarung 
der Frage nach den Beziehungen zwischen Atmung und Garung der 
Phanerogamen und speziell die Deutung der zahlenmaBigen Verhaltnisse 
zwischen beiden Stoffwechseltypen. 

Allgemein gesagt, lassen sich die Atmungs- und Garungsvorginge 
auf eine Kette von fermentativen Oxydoreduktionen zuriickfihren. 
In jedem Falle nimmt die Oxydoreduktase eine zentrale Stellung im 
Fermentsystem des Zuckerabbaues ein. 

Von den oben angefiihrten Gedanken und Tatsachen ausgebend, 
haben wir uns zuerst die Aufgabe gestellt, den Gehalt der Oxydo- 
reduktasen in verschiedenen Pflanzenorganen vergleichend zu _be- 
stimmen und das Wirkungsvermégen derselben unter verschiedenen 
Bedingungen zu verfolgen. 
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Zu diesem Zwecke haben wir den Versuch gemacht, die Gré\ic 
und die Geschwindigkeit der Acetaldehydumwandlung durch Objekt 
zu messen, ohne einstweilen den Mechanismus dieses Prozesses naher 
zu berihren. 

Zu unseren Versuchen haben wir ganze Objekte oder das Mel)! 
und den Brei derselben genommen. Die ganzen frischen oder vorher 
getrockneten Objekte wurden mit Toluolwasser (10°) iibergossen, 
das Meh] aber mit diesem vermischt. In einigen Fillen haben wir 
Phosphatgemisch von pa = 6,4 hinzugefiigt. Nach dem Acetaldehyd- 
zusatz wurden die kleinen Flaschen luftdicht verschlossen und 20 
bis 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen'. Wir haben Je ze 


Je sie’ 


Ph 





nur solche Versuche untereinander verglichen, die bei ganz gleichen my 
Bedingungen ausgefiihrt wurden. In einigen Versuchen haben wir 
auch die GréBe der Alkoholbildung der Objekte bestimmt. 
Zuerst wenden wir uns zu den Versuchen mit den Pflanzensamen 
und anderen Reservestoffbehaltern. 
Vor kurzem haben wir gezeigt, daB die Befahigung der Erbsen- 
samen zur Alkoholbildung? und Acetaldehydumwandlung*® durch 
vorheriges Ankeimen derselben stark beférdert wird. So verbraucht 
das Meh] der eintagigen Erbsenkeimlinge dreimal mehr Aldehyd als 
das der ungekeimten Samen. Nach Verlauf des ersten Tages erreicht — 
die Alkoholbildung und Acetaldehydumwandlung das Maximum, und rite 
dann nimmt die Energie dieser Prozesse ab. Eine solche Gesetzmabig- agg 
keit haben wir spaiter in Mehlversuchen mit keimenden Lupinen-* = 
und Weizensamen gefunden. Deutlicher tritt diese GesetzmaBigkeit | 
in den Versuchen mit unversehrten Objekten (im Toluolwasser) hervor, sache 
da in diesem Falle die Zahlen gréBer sind. So z. B.5 und 
satz 
Versuch 1. a 
Je 35 Stiick Weizenkeimlinge (= 1g Samen) + 5 cem Toluolwasser + Phos- vile 
phatpuffer (0,5%ig) + 20,3 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 21 Stunden. ls 
; | Verbrauchter Acetaldehyd Gan 
mg ders 
Kintagige Keimlinge .... . 45 
eee eT L, 20 mer 
Viertagige ‘ Bez ecw 2,0 Oxy 
' Der Acetaldehyd wurde in der friiher beschriebenen Weise bestimmt. der : 
2 Zaleski und Notkina, diese Zeitschr. 189, 101, 1927. vers 
3 Zaleski und Zaleskaja, ebendaselbst 201, 190, 1928. kuw 
4 


Die Samen von Lupinus angustifolius. a 
5 In diesen Versuchen haben wir die GréBe des Acetaldehydverbrauchs 
der ungekeimten Samen nicht bestimmt, da friiher festgestellt wurde, 
daB diese den Acetaldehyd betrichtlich schwacher als die Keimlinge ver- 
brauchen. 
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Versuch 2. 


Je sieben Stiick Lupininkeimlinge (= 1 g Samen) + 5ccm Toluolwasser 
Phosphatpuffer + 19,8 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 21 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 


mg 
EKintagige Keimlinge .... . 13,4 
Dreitagige is 7,3 
Sechstagige , 5,2 
Versuch 3. 
Je zehn Stiick Erbsenkeimlinge ( lg Samen') + 5ccm Toluolwasser 
Phosphatpuffer + 21,6mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd . 


mg 
Kintagige Keimlinge ..... 17,2 
Zweitagige = raat ne 15,0 
Dreitagige . ee ee 13,8 
Viertagige e a SIS x % 12,8 


Die Versuche mit den zerriebenen und unversehrten (frischen 
oder vorher getrockneten) Samen und Keimlingen geben also identische 
Resultate. Die Wirksamkeit der Oxydoreduktase steigt bei der Keimung 
der Samen rasch an, erreicht am ersten (je nach Temperatur am zweiten) 
Tage das Maximum und nimmt dann ab. 

Schon friiher richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf die Tat- 
sache der Steigerung der Befahigung der Samen zur Alkoholbildung? 
und Acetaldehydumwandlung*® wihrend ihrer Keimung. Durch Zu- 
satz von Trockenhefekochsaft konnten wir den Unterschied in der 
Energie der Alkoholbildung und Aldehydumwandlung des Mehles der 
ruhenden Erbsensamen- und Keimpflanzen ausgleichen. Daraus haben 
wir den SchluB8 gezogen, daB die Steigerung der Wirksamkeit der 
Garungsfermente nach Ankeimen der Samen nicht von einer Vermehrung 
derselben, sondern lediglich von der Veranderung des Mediums abhangt. 


Nach diesen orientierenden Versuchen lenkten wir unsere Auf- 
merksamkeit auf die Tatsache der Abnahme der Wirksamkeit der 
Oxydoreduktase der Erbsensamen nach Verlauf der ersten zwei Tage 
der Keimung. Es erwies sich, daB diese Erscheinung nur in den Toluol- 
versuchen zu beobachten ist. Die lebenden Keimlinge zeigen in Va- 
kuumversuchen ein anderes Resultat. 


1 Die kleinsamige Erbsensorte Peluschka. 
2 Zaleski und Notkina, |. c. 
8 Zaleski und Zaleskaja, |. c. 
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Dennoch, bevor wir zur Beschreibung dieser Versuche und auch 
zur Deutung der Frage nach der Steigerung der Wirksamkeit der 
Garungsfermente nach Arkeimen der Samen iibergehen, wenden wir 
uns wieder zu den Toluolversuchen, da nur diese die Bedingungen der 
Wirkung der Enzyme naher zu bestimmen ermdéglichen. 

Nur die ungekeimten Erbsensamen und ihr Mehl verbrauchen 
eine gleiche Acetaldehydmenge. 


Versuch 4. 
Je 3g 1. Erbsensamen + 10ccm Toluolwasser, 2. Erbsenmehl + 6 ccm 
Toluolwasser. In beiden Fallen je 21,0 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 
22 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 
mg 


. , SBR ae a ae 9,5 
Se ee ake acts gees se SS 9,8 

In allen anderen Fallen zeigen unsere Versuche, daB die Zerstérung 
der Struktur der pflanzlichen Objekte ihre Fahigkeit zur Aldehyd- 
umwandlung vermindert. So verbraucht das Mehl der ungekeimten 
Weizen- und Lupinensamen eine betrachtlich geringe Acetaldehydmenge 
als die ganzen Samen. Noch starker wird die Fahigkeit der Keimlinge 
und anderer Pflanzenorgane zur Acetaldehydumwandlung nach Struktur- 
zerstérung herabgesetzt. 


Versuch 5. 


Je 200 Stiick Weizenkeimlinge (= 5g Samen) + 15ccm Toluolwasser 
(+ Puffer) + 22,4mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 23 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 


Frische Keimlinge .... . . | 14,7 

Zerquetschte Keimlinge . . . . | 8,4 

Getrocknete in 34: eae 14,5 
Versuch 6. 


1. Je eintagige Keimlinge von Weizen, Lupinen und Erbsen (= 1g Samen) 

+ 5ccm Toluolwasser + 21,1 mg Acetaldehyd; 2. je 5g Mehl solcher 

Keimlinge + 10 bis 15 cem Toluolwasser + 21,1 mg Acetaldehyd. Versuchs- 
dauer 21 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd in mg von 





Weizen | Lupinen | Erbsen 


Keimlinge (= 1g Samen ..... 4,6 13,4 16,2 
Peeee: (== Ge Gomme) 6 ca ke 2,4 2,7 12,0 
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Versuch 7. 
|. 25g Mohrenstiickchen + 20 cem Toluolwasser + Puffer; 2. 25 g Méhren- 
u I S 
brei -+ 10cem Toluolwasser; 3. 25g Méhrenbrei + 15 ccm Toluolwasser 
Puffer. In allen Fallen je 18,5 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden 





Verbrauchter Acetaldehyd 


mg 
Mohrenstiickchen 9,2 
Mohrenbrei 3.3 
0,2 


Versuch &. 
1. 25g Kartoffelstiickchen + 20ccm Pufferlésung; 2. 25 g Brei ohne Wasser- 
zusatz; 3. 25 ¢ Kartoffelbrei + 5cem Pufferlésung. In allen Fallen Toluol 
und 18,5 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 


mg 
Kartoffelstiickchen ...... 14,8 
eS eee ee 1,5 
fe 03 
Versuch 9. 
Je 5g Weizenmehl + 10 ccm Pufferlésung + 1 ecem Toluol + 9,2 g Zymo- 


phosphat! + 18,5 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 22 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 


mg 
Ohne Hexosephosphat. ... . 1,0 
Mit ss were ee 4,2 


Versuch 10. 
Je 10g Lupinenmehl + 40 ccm Toluolwasser + Puffer + 0,4 Zymo- 
phosphat + 20,0mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 21 Stunden. 





Verbrauchter Acetaldehyd 


mg 
Ohne Hexosediphosphat . .. . 2,1 
Mit * Atta 10,6 


Die Folgen der Strukturzerstérung sind mannigfaltig, und daher 
kann man nicht die Abnahme der Wirksamkeit der Garungsfermente 
in unseren Versuchen einfach deuten. Es liegt hier auf der Hand, nur 


— . . o- . ¥ . = ‘ ‘ 

1 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung des Candiolins sind wir der 

I. G. Farbenindustrie A. G. Elberfeld zu groBem Dank verpflichtet. Das 
Candiolin wurde von uns weiter gereinigt. 
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die Rolle solcher Faktoren in Betracht zu ziehen, deren Bedeutung in 
unseren Versuchen klar zum Vorschein kommt. 

Zuerst zieht die Zerstérung der Struktur eine Verdiinnung des 
Mediums nach sich. Je wasserreicher das Objekt ist, um so mehr wird 
seine Fahigkeit zur Alkoholbildung und Acetaldehydumwandlung nach 
Strukturzerstérung herabgesetzt. So verbrauchen die Méhren- und 
Kartoffelstiickchen eine ansehnliche Acetaldehydmenge, aber ihr Brej 
nur Spuren (Versuch 7 und 8). Derselbe Umstand vermindert die 
Wirksamkeit der Oxydoreduktase auch in den Mehlversuchen. Nach 
einer Verminderung der Menge des zum Mehl] hinzugefiigten Wassers 
wird die Alkoholbildung und Acetaldehydumwandlung desselben ge- 
steigert, aber die Versuchsanordnung erméglicht nicht, die Wasser- 
quantitat nach Belieben zu verkleinern. 

In diesen Fallen wird die Garung am starksten in ihrem Anfangs- 
stadium herabgesetzt. Durch Zusatz von Zymophosphaten kann man 
die Acetaldehydumwandlung des Mehles oder Breies je nach Umstinden 
erheblich verstarken (Versuch 9 und 10). Wo die Bildung der Produkte 
,des ersten Angriffs‘‘ ihren Verbrauch iiberwiegt, da wird sich ein 
gewisser Vorrat derselben ansammeln, der eine Zeitlang die Garung 
unterhalten kann. Diese Annahme erklart teils den Unterschied in 
der Energie der Alkoholbildung und Acetaldehydumwandlung des 
Mehles verschiedener Samen (Versuch 6). Wo sich hingegen die Bildung 
der Produkte des ersten Angriffs und der Verbrauch derselben die 
Waage halten, mu8 die Garung an das Leben der Zellen gebunden sein. 

In den Versuchen mit den unversehrten Objekten spielt weder 
ihr Wassergehalt noch die Menge des zu diesen hinzugefiigten Toluol- 
wassers eine so erhebliche Rolle wie in den Mehl- und Breiversuchen. 
Umgekehrt haben wir nachgewiesen, da8 eine Verminderung der Wasser- 
quantitaét in den Rezipienten eine gewisse Abnahme der Alkoholbildung 
nach sich zieht. Auch die lebenden Objekte bilden im sterilen Wasser 
im Vakuum mehr Alkohol als in der sauerstofffreien Atmosphare. In 
den Toluolversuchen mit den unversehrten Objekten ruft die Zerstérung 
der feinen inneren Zellstruktur die Verinderung der Permeabilitits- 
verhaltnisse der Zellen mit allen daraus hervorgehenden Folgen hervor. 

Andere Faktoren, die die Wirksamkeit der Oxydoreduktase bei 
den unversehrten und zerriebenen Objekten herapsetzen, wirken je 
nach Bedingungen verschieden stark. Die Zerstérung der Gewebs- 
und Zellstruktur der Organe im Zustande der Tiatigkeit beeinfluBt die 
Intensitét der Atmungs- und Garungsvorgange stirker als der in Ruhe. 
Allgemein, je lebhafter der Stoffwechsel der verschiedenen Organe zur 
Zeit der Untersuchung ist, um so mehr schwicht die Zerstérung ihrer 
Struktur die Energie der Atmungs- und Garungsvorginge derselben. 
Hier ist es nicht am Platze, diese Frage naher zu beriihren. 
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Die oben erwahnten Umstande erklaren das Absinken der Wirksam- 
keit der Oxydoreduktase in den Samen nach Verlauf der ersten zwei 
Tage der Keimung in Toluolversuchen. Tatsiachlich geben die Ver- 
suche mit lebenden Keimlingen im Vakuum andere Resultate. 


In diesen Versuchen wurden die Erbsensamen mit 1 °,,iger Brom- 
lésung 15 bis 20 Minuten lang sterilisiert, mit sterilem Wasser aus- 
gewaschen und dann keimen gelassen. Nach einer bestimmten Zeit 
wurden die Erbsenkeimlinge mit je 100 ccm sterilem Wasser (-+- Cal- 
ciumearbonat) tibergossen, die Apparate evakuiert und dann luftdicht 
verschlossen. 


Versuch 11*. 
Je 36 Stiick Erbsenkeimlinge. Versuchsdauer 24 Stunden. Temperatur 25 








bis 26°. 
Alkohol in mg 
ohne CaCOg mit CaCO, 
Zweitagige Erbsenkeimlinge. .. . 174 136 
Finftagige a peg 184 140 


Wir finden keine Abnahme der Wirksamkeit der Garungsfermente 
bei den Erbsensamen nach den ersten 2 Tagen der Keimung. Zum 
Maximum gelangt, hilt sich die Wirksamkeit der Oxydoreduktase 
einige Tage lang in gleicher Hohe. 


Die Erbsenkeimlinge kénnen also die Wirksamkeit ihrer Oxydo- 
reduktase im sterilen, sauerstofffreien Wasser vollstandiger als im Toluol- 
wasser ausnutzen, was aus dem Obengesagten verstandlich ist. Im 
letzteren Falle wird vermutlich die Energie der Garung in ihrem Anfangs- 
stadium vermindert und dann aus Mangel am Donator die Wirksamkeit 
der Oxydoreduktase unvollstindig ausgenutzt. Nach Acetaldehyd- 
zusatz kénnen die Erbsenkeimlinge die Wirksamkeit ihrer Oxydo- 
reduktase steigern und dadurch diese vollstindiger ausnutzen. 


Versuch 12. 


Eintagige Erbsenkeimlinge + 100 ccm Toluolwasser + 40 mg Acetaldehyd. 
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 22°, 





Alkohol Acetaldehyd 

i mg mg 

ej ae Garg tee 121,8 gene: 
Mit Ey age apattgn wat, 1479 «=| |: Sparen 


* Die Versuche 11, 15 und 16 entnehmen wir der noch nicht publi- 
zierten Arbeit von Zaleski und Kucharkowa. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 23 
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Versuch 13. 


Eintaigige Erbsenkeimlinge + 100 ccm Toluolwasser + 0,5 g CaCO, (sterili- 
siert) + 40 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 24 Stunden. Temperatur 24°. 





| 


Alkohol | Acetaldehyd 
bed” Fert 2 seth rates mg mg 
oO Se ae ea ear 163,3 

“ 2s A 147,9 Spuren 
ite cateene i <-~ <aeeinaiasas 195,7 | J 


Versuch 14. 
Eintagige Erbsenkeimlinge + 100cem Toluolwasser + K,HPO, (0,5 ¢) 
+ 40mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 22 Stunden. Temperatur 23°. 





Alkohol | Acetaldehyd 








Rees ag 4 mg mg 
Ch MeN ac 3 ek a |  189,2 

mn + B.HPO,.... il 117,4 Spuren 
Mit . + K,HPOQ,.... | 178,9 


Es ist hier nicht am Platze, auf den Mechanismus dieser Um. 
wandlungen naher einZugehen, da wir dieser Frage eine der nach- 
folgenden Mitteilungen zu widmen gedenken. Wir wollen nur hinweisen, 
daB8 die Wirksamkeit der Oxydoreduktase in Toluolversuchen diese 
im Vakuum iibersteigen kann. 

Es ist kaum zu zweifeln, daB auch die lebenden Keimlinge die 
Wirksamkeit ihrer Oxydoreduktase nicht immer im Vakuum ausniitzen 
kénnen. Es wiirde zu weit fiihren, wollte man auf die Erérterung dieser 
Frage eingehen. 

Alle bisher angefiihrten Tatsachen berechtigen uns zu der Annahme, 
daB die Steigerung der Befaihigung der Erbsensamen zur Alkohol- 
bildung und Acetaldehydumwandlung wihrend der Keimung weder 
von der Vérmehrung der Girungsfermente, noch von der Bildung der- 
selben aus hypothetischen Zymogenen, sondern lediglich von der Er- 
héhung ihrer Wirksamkeit infolge der Veranderung des Mediums ab- 
hangt. 

Es ist selbstverstandlich, daB wahrend der Keimung der Samen 
infolge der Vermehrung der Zellen und besonders dank ihrem Wachstum 
eine relative Abnahme der Menge der Garungsfermente allmablich vor 
sich geht. 

Unsere Annahme bestitigen auch die Versuche mit reifenden 
Erbsensamen, die den Zweck hatten, die Bedingungen der Bildung 
der Garungsfermente zu verfolgen. Die Resultate dieser Untersuchungen 
werden in einer anderen Arbeit wiedergegeben!, aber zurzeit wollen 


1 Noch nicht publizierte Arbeit von Zaleski und L. Prichodjko. 
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wir einige Daten anfiihren. Die Erbsensamen verschiedener Reife- 
stadien wurden mit Toluolwasser itibergossen und dann 21 Stunden 
lang stehengelassen. 





* wor, ~ Alkohol in mg pro ai 





Stadien der Reifung | 10g Lufttrocken- 
j 


0S , 
. amen substanz 


1 22 98 
2 44 150 
3 168 204 
4 371 243 


Wahrend des Reifens der Erbsensamen nimmt die Menge der 
Oxydoreduktase starker als ihre relative Quantitat, d.h. die Konzen- 
tration zu. Lassen wir unreife Samen einige Tage lang an der Luft liegen, 
so finden wir eine merkliche Abnahme ihrer Befihigung zur Alkohol- 
giarung. Es liegt kein Grund vor, die Bildung von Zymogenen oder den 
Verbrauch der Garungsfermente in diesem Falle anzunehmen, da die 
Abnahme ihrer Wirksamkeit nur von der Verinderung des Mediums 
abhangt. In derselben Weise ist die Tatsache zu deuten, daB die ge- 
reiften ruhenden Erbsensamen schwacher als die unreifen giren. Wir 
fiigen noch hinzu, daB die unreifen Samen in einem bestimmten Stadium 
des Reifens betrachtlich starker als sogar die gekeimten giren. 

Wihrend der Reifung der Samen findet die Bildung von Girungs- 
fermenten, die hier in einer hinreichenden Menge deponiert werden, 
statt, aber bei der Keimung derselben nur die Entfaltung ihrer Wirk- 
samkeit. 

Jetzt wenden wir uns zur Deutung der Frage tiber den Mechanismus 
der Steigerung der Befaihigung der Samen zur Alkoholbildung und 
Acetaldehydumwandlung nach ibrem Ankeimen. Der Luftsauerstoff 
spielt bei diesem Vorgang eine wichtige Rolle, wie aus folgenden Ver- 
suchen zu ersehen ist. 

Versuch 15. 


Die Erbsensamen und eintiégige Keimlinge im Toluol- und im sauerstoff- 
freien sterilen Wasser (Vakuumversuch). Versuchsdauer 21 Stunden. 





Alkohol pro 10g Samen in mg. 
Temperatur 


Samen im Telnchooner . jks 42 72 
» sterilen Wasser (V akuum) 24 36 
Keimlinge im Toluolwasser .. . 102 — 
é » ster.Wasser (Vakuum) 88 — 


Die ungekeimten Samen und eintigigen Keimlinge garen im 
Toluolwasser starker als im sauerstofffreien sterilen (im Vakuum). 





+ ne 
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Im ersten Falle aktivieren die Objekte eine gewisse Menge von Luft 
sauerstoff, der ihre Gairung indirekt steigert. Durch Zusatz von Kalium- 
eyanat kann man den Einflu8 des Luftsauerstoffs auf die Garung voll- 
stindig hemmen! und dadurch diese im Toluolwasser und im Vakuum 
ausgleichen. Zwar hat Godlewski® eine Steigerung der Garung der 
im sterilen Wasser im Vakuum liegenden Erbsensamen nachgewiesen 
dennoch stehen die von ihm erhaltenen Zahlen den von uns angefiihrten 
erheblich nach. Die Rolle des Sauerstoffs in der Steigerung der Be. 
fahigung der Samen zur Alkoholgirung entzieht sich in Vakuum- 
versuchen unserem Sehen. Eine vorangegangene Oxybiose steigert 
den Umfang und die Geschwindigkeit des anoxybiontischen Stoffwechsels 
in jedem Falle am Anfang der Keimung der Samen. Man darf aber 
dabei nicht vergessen, daB eine vorangegangene Oxybiose auch anders 
wirken kann, aber diese Frage werden wir an einer anderen Stelle 
beriihren. 

Die Frage nach der Rolle des Sauerstoffs ist sehr kompliziert. 
Einstweilen wollen wir nur die Rolle der Reaktion des Mediums kurz 
beriithren, da wahrend der Keimung der Samen eine Bildung von Sauren 
vor sich geht. 

Versuch 16. 
Die Erbsensamen wurden mit Toluolwasser unter Pufferzusatz iibergossen. 


Als Puffer wurde das Gemisch von Natriumacetat und Essigséure ge- 
nommen. Versuchsdauer 24 Stunden. Temperatur 23°. 





Alkohol 
pro 10g Samen 
mg 
IRIN a ig eg a 62 
= mit Puffer von pp — 66 .. 74 
” . - ” , 5,7 oe < 96 
“i ‘ . a eR I a i 52 


Die Steigerung der Befahigung der Erbsensamen zur Alkohol- 
garung nach ihrem Ankeimen kann man nicht auf die Veriainderung 
der Reaktion zuriickfiihren. Die Frage nach der Rolle von py bei der 
Alkoholgarung der Erbsensamen und -keimlinge, die wir an verschiedenen 
Stellen der vorliegenden Mitteilung beriihren, werden wir spater be- 
sprechen. 

Der relative Gehalt der Oxydoreduktase der Samen und Keimlinge 
verschiedener Pflanzen ist verschieden. Schon langst hatte Godlewski 
ee , Die Befaihigung der verschiedenen Samenarten zur 


1 Siehe vorhergehende Mitteilung von Zaleski und Notkina, diese 
Zeitschr. 218, 406, 1929. 
2 Godlewski, 1. c. 
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intramolekularen Atmung ist verschieden, am héchsten scheint sie 
bei den Leguminosen, schwicher bei den Getreidesamen und am 
schwachsten bei den Olsamen zu sein‘‘. -In der Tat sind die Samen 
einiger Leguminosen reicher an Oxydoreduktase als die einiger Ge- 
treidearten. 

Versuch 17. 


Die eintéigigen Keimlinge im Toluolwasser. Versuchsdauer 21 Stunden. 
Temperatur 15°. 





Alkohol | Acetaldehydverbrauch 
Die Keimlinge von pro 10g Samen pro lg Samen 
mg mg 
Ee ee ig oF a UK a 80 16,3 
eee ee ee 50 12,4 
WN GA eOevetts 56s 30 4,6 


Dennoch sind einige Olsamen relativ reicher an Girungsfermenten 
als die Getreidesamen. Die Befaihigung der Sonnenblumensamen zur 
Alkoholgirung und Acetaldehydumwandlung ist der der Lupinen- 
samen beinahe gleich. 

Die Fahigkeit der verschiedenen Pflanzenorgane, den bei der 
vorangegangenen Anoxybiose gebildeten Alkohol an der Luft zu ver- 
brauchen, ist verschieden. Das Verschwinden der Reste der voran- 
gegangenen Anaerobiose geht verschieden vor sich. Was Alkohol 
betrifft, so wird er nur in einigen und dabei seltenen Fallen relativ 
schnell verbraucht. Es scheint}, als ob die Organe, die reich an Garungs- 
fermenten sind, den Alkohol zur Resynthese verbrauchen kénnen. 
Diese Frage werden wir spater beriihren. 

Auch die ruhenden Knospen der Baume sind relativ reich an 
Oxydoreduktase, da sie an lebendiger Substanz reich sind. 


Versuch 18. 


Je 7g RoBkastanienknospen + 15¢ccm Phosphatpufferlésung + 1,5 ccm 
Toluol + 18,7 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer. 20 Stunden. 





Verbrauchter 
Aldehyd 
mg 


A ea 8,2 


Nach Verletzung der Knospen! wird ihre Befahigung zur Alkohol- 
girung gesteigert, wihrend die GréBe der Acetaldehydumwandlung 
unverandert bleibt. Die Steigerung der Geschwindigkeit der AJkohol- 
garung wird in diesem Falle durch die Bildung von Wasserstoffakzeptoren 
bedingt. 


1 Diese Tatsachen entnehmen wir der noch nicht publizierten Arbeit 
von Zaleski und L. Prichodjko. 
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Verschiedene Objekte reagieren auf die Verletzung verschieden. 
Die Pflanze reguliert den Umfang und die Geschwindigkeit des Zucker. 
abbaues durch die Bildung oder Verainderung der Menge der Aktivatore: 
verschiedener Art. Auch das Zwischensystem (die 8 H-Gruppe und dic 
Pigmente von Palladin) dienen hauptsichlich zur Regulation der 
seschwindigkeit der Vorginge, die von Garungs- und Atmungsfermenten 
(Warburgs Eisensystem) ausgefiihrt werden. 


Die unterirdischen Pflanzenorgane sind relativ armer an Oxydo 
reduktase, was aus dem Obengesagten zu erwarten war (Versuche 7 
und 8). 


Sehr schwach wirkt die Oxydcreduktase bei den ausgewachsenen 
Blattern der Baume, aber man kann ihre Wirksamkeit betrichtlich 
steigern. Diese Frage bedarf einer weiteren Untersuchung. 


Zuletzt haben wir die Fahigkeit zum Acetaldehydverbrauch bei 
solchen Objekten gepriift, die nach Behauptung einiger Forscher zur 
Alkoholgirung unfaihig sind oder werden. 


Nach Kostytschew! enthilt Champignon keine Zymase, da er im 
Wasserstoff eine bedeutende CO,-Menge aber keinen Alkohol bildet, 
obschon er Mannit veratmet. Spiiter haben Palladin und Sabinin? 
eine Zersetzung der Brenztraubensiure und den Verbrauch des dabei 
entstandenen Acetaldehyds durch ChampignonpreBsaft nachgewiesen. 
Weiter bildet das Mycel von Aspergillus niger, auf Pepton kultiviert®, 
keine Zymase, da es in diesem Falle anaerob keinen Alkohol bildet. 


Die obengenannten Pilze verbrauchen Acetaldehyd sehr energisch, 
wie aus folgenden Versuchen ersichtlich ist. 


Versuch 19. 


1. Je 8g Fruchtkérper von Champignon + 15 cem Toluolwasser + 20,3 mg 

Acetaldehyd; 2. je 35 g Champignon + 60 ccm 0,5 %iger KH, PO,-Lésung 

+ 10mg KCN + 6ccem Toluol + 40 mg Acetaldehyd; 3. je 1 g Aceton- 

praparat von Champignon + 10cem Toluolwasser + 20,3 mg Acetaldehyd. 

Versuchsdauer 21 Stunden. Die Stiickchen wurden aus dem Innern der 
Fruchtkérper herausgeschnitten. 





| Verbrauchter 
| Acetaldehyd 


mg 
1. 8g Champignon. . 18,0 
2. 35g . iy 36,9 
3. Acetonpraparat . 15,7 


1 Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 350, 1910. 
2 Palladin und Sabinin, Bull. de ’ Acad. d. Se. 1915 (russisch). 
8 Kostytschew und Afanassiewa, Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 628, 1921. 
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Versuch 20. 
1. Je 8g Mycel von Aspergillus niger + 20ccm Toluolwasser; 2. je 8g 
Mycel zerquetscht + 10cem Toluolwasser. In beiden Fallen je 19,0 mg 
Acetaldehyd. Versuchsdauer 21 Stunden. Zuckerkultur. 





Verbrauchter 
Acetaldehyd 


mg 
Mycel, unversehbrt . . . 12,9 
> SE boss 13,9 


Versuch 21. 
Aspergillus auf Peptonlésung ohne Zuckerzusatz kultiviert. 1. Je 8g 
Mycel + 20ccm Toluolwasser; 2. je 1g Acetonpriparat von Aspergillus 
+ 10 cem Toluolwasser. In beiden Fallen je 19,0 mg Acetaldehyd. Versuchs- 
dauer 21 Stunden. ; 





Verbrauchter 
Acetaldehyd 


mg 
Mycel, unversehrt .. . 16,8 
Acetonpraparat .... 4,0 


Es besteht kein Untersckied in der Energie der Acetaldehyd- 
umwandlung des auf Pepton- und Zuckerlésung kultivierten Aspergillus. 
Obwohl unsere Untersuchungen noch nicht zu Ende gekommen sind, 
zweifeln wir dennoch nicht, daB Champignon Alkohol bilden kann. 
Es liegt kein Grund vor, einen besonderen Typus des anaeroben Stoff- 
wechsels bei dem Champignon anzunehmen, und die Frage iiber den 
Chemismus derselben bedarf einer eingehenden Untersuchung. Auch 
kann der Aspergillus, auch auf Peptonlésung kultiviert, je nach Be- 
dingungen anaerob Alkohol bilden, aber auch diese Frage werden wir 
spater beriihren. 

Zusammenfassung. 


1. Die Befahigung der Pflanzensamen und -knospen zur Alkohol- 
bildung und Acetaldehydumwandlung ist relativ groB. Armer sind an 
Oxydoreduktase die unterirdischen Reservestoffbehilter. Die Scha- 
digung der Gewebs- und Zellstruktur beeinfluBt die Wirksamkeit der 
Oxydoreduktase bei den verschiedenen Pflanzencrganen verschieden 
stark. Am starksten wird dabei die Garung in ihrem Anfangsstadium 
herabgesetzt. 

2. Wahrend der Nachreife der Samen fallt ihre Befahigung zur 
Alkoholgirung nur infolge einer Veranderung des Mediums ab. Die 
Annahme der Bildung von Zymogenen ist entbehrlich. 

3. Die Garungsfermente werden in den Samen in einer hinreichenden 
Menge deponiert. Die Leguminosesamen zeichnen sich durch die grobe 
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Befahigung zur Alkoholbildung und Acetaldehydumwandlung aus. Dic 
Steigerung der Wirksamkeit der Oxydoreduktase wahrend der ersten 
Stadien der Keimung der Samen hangt nur von einer Veranderung 
des Mediums ab, bei der der Luftsauerstoff eine wichtige Rolle spielt. 

4. Die Pflanze reguliert den Umfang und die Geschwindigkeit 
des Zuckerabbaues durch die Bildung oder den Verbrauch von Akti- 
vatoren verschiedener Art. In einigen Fillen antworten die Pflanzen- 
organe auf die Verwundung durch eine Bildung von H,-Akzeptoren, 
die die Geschwindigkeit des Abbaues steigern. 

5. Sehr selten verbraucht die Pflanze den bei der vorangegangenen 
Anoxybiose gebildeten Alkohol zur Resynthese. 

6. Die Fruchtkérper von Champignon und auf Peptonlésung 
kultiviertem Aspergillus sind reich an Oxydoreduktase und kénnen je 


nach Bedingungen Alkohol bilden, 
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Uber die Bildung von Gluconsaure und Keto-gluconsiure durch 
Bacterium gluconicum, Bacterium xylinum und Bacterium 
xylinoides. 


Von 
Siegwart Hermann. 


(Gemeinsame Untersuchungen mit Paul Neuschul.) 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der Deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 3. August 1929.) 


In friiheren Mitteilungen [Hermann (1) bis (3)] habe ich iiber die 
Isolierung eines Bacteriums aus der als ,,Kombucha‘ bezeichneten 
Pilzgenossenschaft berichtet, die befahigt ist, die einer Nahrlésung 
zugesetzte Glucose in ganz kurzer Zeit quantitativ in Gluconsaure zu 
verwandeln. Aus diesem Grunde habe ich dieses in Reinkultur geziichtete 
Bacterium Bacterium gluconicum benannt. 

Wie in Nr. 3 der oben zitierten Mitteilungen bereits kurz angefiihrt 
wurde, reduziert eine mit dem erwahnten Bacterium beimpfte Natrium- 
gluconatlésung nach einiger Zeit Fehlingsche Lésung und gibt weiterhin 
auch eine an Starke immer mehr zunehmende positive Orcin- und 
Phloroglucinreaktion. Die Yermutung, dafs das zugesetzte gluconsaure | 
Natrium zu einer Verbindung mit fiinf Kohlenstoffatomen abgebaut 
werde, oder daB sich vielleicht glucuronsaures Natrium bilde, was fiir 
den positiven Ausfall der erwahnten Reaktionen sprechen kénnte, hat 
sich auf Grund der durchgefiihrten Untersuchungen nicht bestatigt. 
Weder das Verhalten gegen das polarisierte Licht, noch die mit Phenyl- 
hydrazin dargestellten Verbindungen konnten die urspriinglich ver- 
muteten Annahmen rechtfertigen. Da die Orcin- und Phloroglucin- 
reaktion nach den Literaturangaben fiir Glucuronsaure und Pentosen 
charakteristisch ist, diese Verbindungen hier aber nicht vorhanden 
sind, muBten die Untersuchungen auf die Anwesenheit anderer Ver- 
bindungen, welche diese Reaktionen gleichfalls geben, gerichtet werden. 
Ein Produkt der Weiteroxydation der Gluconsiure bildet die Keto- 
gluconsdure, fiir welche allerdings die angefiihrten Farbenreaktionen 
nicht angegeben worden sind. 


23* 
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Um die Méglichkeit der Bildung von Keto-gluconsiure auf Grund 
der angegebenen Farbenreaktionen nachweisen zu kénnen, wurde nach 
Kiliani (4) durch Oxydation von Glucose mit Salpetersiure reinstes 
Calcium-keto-gluconat dargestellt, dessen Kristallbild dem von 
Boutroux (5) angegebenen entsprach. Von diesem Salz wurden 0,1 bis 
0,2 g in einer Eprouvette in Salzsiure (1:1) gelést, einige Kérnchen 
Orcin zugegeben und erhitzt. Schon beim langsamen Erwiarmen, bei 
kleineren Mengen jedoch erst beim Kochen, tritt die charakteristische 
griine bis blaue Farbe auf, die sich in der Warme mit Amylalkoho| 
ausschiitteln 1aBt, der dabei eine dunkelgriine Fiarbung annimmt 
Die Farbe gleicht jener, die durch Pentosen (Arabinose) bei der gleichen 
Reaktion erhalten werden kann. 

Die gleichfalls in salzsaurer Lésung durchgefiihrte Phloroglucin- 
reaktion ergab eine Rotfarbung und rote Ausschiittelung mit Amy)- 
alkohol. Die Farbe ist jedoch von der mit Arabinose gebildeten ver- 
schieden, und zwar mehr braunlich. Bei der Verwendung von Hefe- 
wasser als stickstoffhaltige Nahrlésung ist die Phloroglucinreaktion 
nicht charakteristisch, da schon reines Hefewasser, unter den gleichen 
Bedingungen mit Salzsiiure und Phloroglucin erhitzt, eine rotbraune 
Farbung gibt. Die Orcinreaktion tritt jedoch auch in diesem Milieu 
mit gleicher Farbe auf?. 

Da sich somit ergeben hatte, daB tatsichlich 5-Keto-gluconsdiur: 
eine positive Orcin- und Phloroglucinreaktion gibt, war die niachste 
Aufgabe, zu untersuchen, ob die unter der Einwirkung von Bact. 
gluconicum gebildeten Stoffe, die die gleiche Reaktion geben, mit dieser 
5-Keto-gluconsaure identisch sind. Fiir diese Untersuchungen wurden 
die Nahrlésungen in ahnlicher Weise hergestellt, wie fiir die friiheren. 
Als Stickstoffquelle wurde Pepton oder Hefewasser (nach der Vor- 
schrift von Henneberg) verwendet. Die Lésungen, weiche an drei auf- 
einanderfolgenden Tagen im Dampftopf sterilisiert wurden, zeigten nur 
in ganz vereinzelten Fallen Infektionen. Die Versuche wurden bei 
20 bis 25° C durchgefiihrt. Zur Vornahme der Untersuchungen wurden 
Proben mittels sterilisierter Pipetten entnommen, so daB die Rein- 
kulturen erhalten blieben. 


1 In der oben zitierten Mitteilung 3 war angegeben worden, daB die 
mit dem Bact. gluconicum beimpfte Glucosenéhrlésung auch eine positive 
Seliwanoff-Reaktion (Rotfarbung mit Resorcinsalzséure) gibt, was auf die 
Moéglichkeit einer Bildung von Ketogruppen bezogen worden war. Unter- 
suchungen von R. Ofner (unveréffentlicht) haben ergeben, daB die Seliwano/f- 
Reaktion auch von Glucose in héherer Konzentration gegeben wird. Dies 
steht mit meinen bereits mitgeteilten Untersuchungen im Einklang; denn 
die Reaktion tritt tatsaichlich bei Anwesenheit von hohen Glucosekonzentra- 
tionen auf und verschwindet in dem MaBe, als die Glucose in Gluconséure 
umgewandelt wird. 
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Um nun nachzuweisen, ob die oben beschriebenen Farbenreaktionen 
tatsichlich auf die etwa gebildete 5-Keto-gluconsiure zuriickzufiihren 
sind, war es notwendig, diese Saiure direkt aus der Nahrlésung zu ge- 
winnen. Zu diesem Zwecke wurden Lésungen von gluconsaurem Natrium 
bzw. gluconsaurem Calcium in Pepton- bzw. Hefewasser mit Bact. 
gluconicum beimpft. Die beimpften Lésungen gaben urspriinglich 
weder die beschriebenen Farbenreaktionen noch eine Reduktion 
Fehlingscher Lésung. Erst nach etwa 3 Wochen zeigte sich das Auftreten 
der Farbenreaktionen und die Reduktion Fehlingscher Lésung. Aus der 
Ca-Gluconatlésung setzten sich nach der angegebenen Zeit am Boden 
des Kolbens glainzende Kristalle ab, die in Wasser sehr schwer léslich 
waren. Unter dem Mikroskop zeigten sie die gleichen Formen, wie die 
nach der Vorschrift von Kiliani chemisch dargestellten Ca-Gluconat- 
kristalle, namlich klinorhombische Prismen. Die auf bakteriellem 
Wege erhaltenen Ca-Gluconatkristalle wurden gewaschen und iiber 
Caleiumchlorid getrocknet. Das Ca wurde als Sulfat bestimmt, und es 
ergab sich ein Ca-Gehalt von 8,26°,. Die auf reines Ca-Gluconat mit 
3 Molekiilen Wasser berechnete Ca-Menge betragt 8,34°,. Die Na- 
Gluconatlésung, in der Bacterium gluconicum gewachsen war, wurde 
mit Calciumchlorid und Essigsiure versetzt. Nach einiger Zeit bildeten 
sich Kristalle, welche sowohl mikroskopisch als auch in bezug auf ihren 
Ca-Gehalt als Ca-Keto-gluconat identifiziert werden konnten. Es ergab 
sich somit einerseits, dap sich aus den gluconsauren Salzen ketoglucon- 
saure bilden und andererseits, dap die oben beschriebene Orcin- bzw. 
Phloroglucinreaktion brauchbar ist, um die Entstehung der 5- Keto- 
gluconsdiure verfolgen zu kénnen. 

Mit Hilfe dieser Farbenreaktionen und der Reduktion von Fehling- 
scher Lisung war es nun auch leicht méglich, die Entstehung von 
5-Keto-gluconsiure in Hefe- oder Pepton-Néhrlésungen, denen Glucose 
und Calciumearbonat, Gluconsiure oder Livulose zugesetzt worden 
war, nachzuweisen. 

Die quantitative Bestimmung der Keto-gluconsaure erfolgte in 
Anlehnung an das Verfahren von Bertrand (6) unter Anwendung der 
von K. Bernhauer und K.Schén(7) fir 5-Keto-gluconsdure  aus- 
gearbeiteten Reduktionstabelle. Die genannten Autoren haben nach 
Bertrands Methode die Reduktionskraft von reinem Calciumoxygluconat 
bestimmt. In unseren zuckerhaltigen Lésungen wurde der restliche 
Zucker durch Vergirung mit Hefe im Lohnsteinschen Saccharometer 
ermittelt, da sich die Wéllstdtter- und Schudelsche Jodmethode (8) 
zur Bestimmung der Aldosen und Ketosen in unserem Falle nicht 
eignete. Es entsteht auch bei Anwendung von reinem Traubenzucker, 
Ca-Gluconat und Ca-Keto-gluconat immer Jodoform, so daB auf 
diese Weise nennenswerte Mengen des Jods verbraucht werden, was 


age = 
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bei Anwendung dieser Methode zu fehlerhaften Bestimmungen fiihre) 
wiirde. 

In allen Fallen, wo noch Zucker vorhanden war, wurde die diese 
entsprechende Menge Kupfer von den gefundenen Werten abgezogen 
und nur der Rest auf Keto-gluconsiure umgerechnet. Die Glucon- 
und Keto-gluconsaure wurden manchmal durch Wasserdampfdestillation 
als nicht fliichtige Siuren bestimmt und berechnet. In jenen Fallen 
in denen Kristalle von Ca-Keto-gluconat in der Lésung ausfielen, 
wurden diese abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen, im Vakuum- 
exsikkator getrocknet, gewogen und das Gewicht dieser Kristalle zu 
dem in der Lésung gefundenen Gehalt an Ca-Keto-gluconat hinzu- 
gerechnnet. Glucose, freie Gluconsiure, Na- und Ca-Gluconat  sowi: 
Lavulose werden durch Bact. gluconicum in etwa 3 Monaten bis zu 70°, 
in 3-Keto-gluconsdure verwandelt. 


Meine weiteren Untersuchungen bezogen sich darauf, zu ermitteln, 
wie sich Bact. xylinum und Bact. xylinoides zu Glucose, Liavulose, 
Gluconsaure und deren Salzen verhalten. Diese Untersuchungen, auf 
die noch genauer eingegangen werden wird, ergaben, das diese Bakterien 
aus der Glucose erst nach vielen Monaten erhebliche Mengen Glucon- 
siure zu bilden vermégen. Bei Anwesenheit von Calciumcarbonat 
entsteht aus der Glucose durch Bact. xylinum in der gleichen Zeit fast 
ebensoviel Keto-gluconsaure wie durch Bact. gluconicum. 

Bact. xylinum vermag aus freier Gluconsiure keine Keto-gluconsdur: 
zu bilden, hingegen werden die Salze der Gluconsiure zu Keto-glucon- 
sdure weiteroxydiert. Aus der Livulose wurde durch Bact. xylinum 
in keinem Falle die Bildung von Keto-gluconsture beobachtet. 

Den zeitlichen und quantitativen Verlauf dieser Reaktionen ver- 
anschaulichen folgende Versuche: 


1. Ndhrlésung: Hefewasser + Glucose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
gluconicum unter Zusatz von Calciumearbonat. 

In 100cem Hefewasser wurden 5g Glucose puriss. (Merck) geldst 
und nach dem Sterilisieren 1 g sterilisiertes Caleiumcarbonat zugesetzt und 
mit Bact. gluconicum beimpft. In der Lésung wurde nach dem Ansetzen 
des Versuchs der Zucker nach Bertrand mit 5,17 °%, bestimmt. Nach 35 Tagen 
wurde das erstemal eine schwache Orcinreaktion beobachtet. Die Lésung 
war gegen Lackmus alkalisch. Die Ausscheidung von Ca-Keto-gluconat- 
kristallen wurde auch nach langerem Stehen nicht beobachtet. In einem 
Falle bildete sich an der Oberflache eine diinne Kristallhaut, deren Analyse 
CaCO, ergab. Nach 3'/, Monaten erfolgte die endgiiltige quantitative 
Untersuchung. Hierbei ergab sich, daB8 von den urspriinglich vorhandenen 
5,17°% Glucose in einer Probe 57,6%, in einer anderen 82,5°% zu Keto- 
gluconsaéure bzw. zu ihrem Kalksalz oxydiert waren. 1,1 bzw. 3,5°% Zucker 
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war noch als solcher vorhanden, wahrend der Rest, das sind 41,3 bzw. 
14,0°% als Gluconsaéure vorlagen. Das py der Lésung betrug 4,7, war also 
yegentiber der anfinglichen alkalischen Reaktion ins saure Gebiet ver- 
choben. ; 


2. Ndhrlésung: Hefewasser +- Ca-Gluconat, beimpft mit Reinkultur von 
Bact. gluconicum. 

Bei der Verwendung von 5°, Ca-Gluconat in Hefewasser als Nahr- 
lésung konnte schon nach 18 Tagen eine Anzahl ziemlich groBer, glanzender 
Kristalle am Boden des GefaiBes beobachtet werden, die in Wasser sehr 
schwer léslich waren, unter dem Mikroskop nach dem Zerdriicken deutlich 
das Bild der nach Kiliani dargestellten Ca-Keto-gluconatkristalle zeigten und 
auch durch die erwaihnten qualitativen Reaktionen als Ca-Keto-gluconat 
identifiziert werden konnten. Die mit kaltem Wasser gewaschenen und 
iiber Caleciumchlorid getrockneten Kristalle gaben bei der Bestimmung 
des Ca als Sulfat einen Ca-Gehalt von 8,26°,. Sie konnten auch aus diesem 
Grunde als Ca-Keto-gluconat angesehen werden, weil der “berechnete 
Ca-Gehalt des reinen Ca-Keto-gluconats mit drei Molekiilen Wasser 8,34 °; 
betrigt. Nach 3'/, Monaten wurde gefunden, da 68,8°, des urspriinglich 
vorhandenen Ca-gluconats in Ca-Keto-gluconat verwandelt wurden, 
so daB nur noch 31,2% als Ca-Cluconat in Lésung blieben. 


3. Ndhrlésung: Pepton + Na-Gluconat, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
gluconicum. 


Na-Gluconat zu 4,3 °% in 0,5 %iger Peptonlésung zeigte nach 3 Wochen 
beginnende Fehling-Reduktion, Orcin- und Phloroglucinreaktion, die 
staindig zunahmen. Dabei ging die anfangliche Drehung des polarisierten 
Lichtes im 10-cem- Rohr von + 0,28° nach einem Monat auf 0° zuriick 
(die d-Keto-gluconsaéure dreht nach links). Nach 5 Monaten waren 61 °; 
des Na-Gluconats zu Keto-gluconat umgewandelt, so dali noch 39°, als 
Gluconat vorlagen. Wie in anderen Fallen, konnte auch hier die Keto- 
gluconséure dadurch nachgewiesen werden, daB aus etwa 20 cem der Lésung 
nach Zusatz von konzentrierter Calciumchloridlésung und Essigséure nach 
langerem Stehen Ca-Keto-gluconat in seinen charakieristischen Formen 
auskristallisierte. Ca-Gluconat fallt unter diesen Bedingungen nicht aus. 


4. Ndhrlésung: Hefewasser + Gluconsdure, beimpft mit Reinkultur von 
Bact. gluconicum. 

Reinste Gluconséiure in Hefewasser, die nach der Titration mit n/10 
Natronlauge einen Gehalt von 2,87°, aufwies, ergab erst nach 2 Monaten 
deutliche Orcinreaktion und Fehling-Reduktion. Nach 3'/, Monaten war 
folgender Zustand erreicht: 80° der Gluconséure war zu Keto-gluconsaure 
oxydiert, 19,4 °% lagen als Essigséure vor, die durch Wasserdampfdestillation 
als fliichtige Saure quantitativ bestimmt wurde, so dab nur noch 3,1°% 
der urspriinglichen Gluconséure als solche zuriickblieb. Das py der Lésung 
blieb bei 2,5 ungefaéhr konstant. 


5. Ndhrlésung: Pepton + Gluconsdure, beimpjt mit Reinkultur von Bact. 
gluconicum. 


Eine 1,67°%,ige Gluconséure mit 0,5°%, Pepton zeigte nach 3 Mo- 
naten Fehling-Reduktion und Orcinreaktion. Nach 4 Monaten waren 


peters 
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34,4% in Keto-gluconséure und 19,6% in Essigsiure umgewandelt, so 
daB 46,3°% Gluconséure verblieben. Der geringe Gehalt an Keto-glucon- 
sure ist darauf zuriickzufiihren, daB Pepton im allgemeinen eine viel 
schlechtere Nahrlésung fiir das Bact. gluconicum darstellt als Hefewasser, 
weshalb das Wachstum ein viel langsameres ist. 

Bei friiheren Versuchen wurde des éfteren beobachtet, daB auch 
reinste Lavulose bei Beimpfung mit Bact. gluconicum neben viel Essig- 
sdure eine mit Wasserdampf nicht fliichtige Saure lieferte, die bisher 
nicht identifiziert worden war. Nach unseren jetzigen Versuchen wurde 
auch diese Saure als Keto-gluconsiure erkannt. 


6. Ndhrlésung: Hefewasser + Ldvulose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
gluconicum. 

Liavulose, puriss. cryst. (Merck), in Hefewasser zu 1,4% gelést, ergab 
nach 2% Monaten: 15,7% der Liavulose waren noch als solehe vorhanden 
(nach Lohnstein bestimmt), 26,5°% waren als Essigsiure und 58,6% als 
Keto-gluconsiure aus dem Gehalt an nicht fliichtigen Saéuren berechnet. 
Die Titration nach Bertrand ergab, nach Abzug der Kupfermengen fiir 
den restlichen Zucker, 55,7°% Keto-gluconsaure. 


7. Ndhrlésung: Hefewasser + Ldvulose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
gluconicum unter Zusatz von CaCOQy. 


Lavulose mit Calciumcarbonat in Hefewasser ergab nach 214 Monaten 
in einer Probe 36,4%; in einer anderen 25,7°% Keto-gluconséure. Zucker 
war in diesen Fallen nicht mehr nachweisbar. 


II. Vergleich mit Bacterium xylinum und Bacterium xylinoides. 


Wie aus den friiheren Mitteilungen hervorgeht, lebt das von mir 
entdeckte Bacterium gluconicum in der sogenannten Kombucha in 
Gemeinschaft mit dem Bacterium xylinum und dem _ Bacterium 
xylinoides. Schon aus diesem Grunde war es wiinschenswert, zu unter- 
suchen, wie sich die drei Kakterien hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Keto- 
gluconsaure zu bilden, unterscheiden. 

Zu den diesbeziiglichen Versuchen wurden Reinkulturen des 
Bact. xylinum und des Bact. xylinoides verwendet, die aus dem Institut 
fiir Girungsgewerbe in Berlin stammen. Das Bact. xylinum wurde 
unter den gleichen Bedingungen auf Nahrlésungen einwirken gelassen, 
wie das Bact. gluconicum. 


1. Ndhridsung: Hefewasser + Glucose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
aylinum. 


10 g Glucose in 100ccm Hefewasser wurden nach Ablauf eines Jahres 
untersucht. Da das Wasser zum gréBten Teil verdunstet war, wurde auf 
das urspriingliche Volumen aufgefiillt. Das Bact. xylinum vermag in der 
den Versuchen mit Bact. gluconicum entsprechenden Zeit nur ganz un- 
bedeutende Mengen Gluconséure zu bilden. Nach einem Jahre war jedoch 
der Zucker bis auf Spuren verschwunden; dafiir hatten sich 91,4% nicht 
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fliichtige und 2,6°% fliichtige Séure gebildet. In einer zweiten Probe war 
nach einem Jahre gleichfalls nahezu kein Zucker vorhanden. Die Analyse 
ergab folgende Resultate: Gluconsiure 53,0%, Keto-gluconsiure 35,3 % 
und Essigséure 7,5%. 


2. Ndhrlésung: Hefewasser + Glucose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
xylinum unter Zusatz von CaCO . 


Glucose zu 5,1 % in Hefewasser unter Zusatz von Calciumcarbonat zeigte 
nach 5 Wochen unter der dicken Lederhaut kleine, glinzende Kristallchen, 
die sich bei der Untersuchung als Ca-Keto-gluconat erwiesen. Nach 
3!/, Monaten war folgender Zustand erreicht: 7,1°% des Zuckers waren als 
solcher vorhanden, 72,6 °% waren in Keto-gluconséure und 20,3 °% in Glucon- 
siure verwandelt. Das py der Lésung betrug dabei 6,8. 


3. Ndhrlésung: Hefewasser + Ca-Gluconat, beimpft mit Reinkultur von 
Bact. xylinum. 


Ca-Gluconat zu 5% in Hefewasser waren nach derselben Zeit, trotzdem 
sich eine dicke Haut gebildet hatte, nur zu 16,5 % zu Keto-gluconat oxydiert. 
Kristalle waren in diesem Falle nicht zu erkennen. 


4. Ndhrlésung: Hefewasser mit Gluconsdure, beimpft mit Reinkultur von 
Bact. xylinum. ! 


In 2,87 %iger Gluconséure in Hefewasser wuchs das Bakterium ent- 
weder iiberhaupt nicht, oder es war héchstens eine ganz diinne, kleine 
Haut nach 4 Monate langem Stehen erkennbar. Keto-gluconséiure war 
nicht nachweisbar. 


5. Ndhrlésung: Hefewasser + Ldvulose, beimpft mit Reinhultur von Bact. 
xylinum. 

Liavulose zu 2% in Hefewasser wies trotz einer dicken Hautdecke von 
Bact. xylinum nach 2% Monaten fast keine Siuerung auf. 10ccm der 
Lésung verbrauchten bloB 0,6cem n/10 NaOH. Die Orcinreaktion. war 
negativ. 


6. Ndhrlésung: Hefewasser + Ldvulose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
aylinum unter Zusatz von Calciumcarbonat. 


Lavulose zu 2% in Hefewasser unter Zusatz von Calciumcarbonat war 
fiir das Bact. xylinum ebenfalls ein ausgezeichneter Nahrboden, so dab 
sich eine dicke Hautdecke bildete. Nach 24% Monaten zeigte sich gleichfalls 
keine Spur einer Orcinreaktion. 


7. Ndhrlésung: Hefewasser +- Glucose, beimpft mit Reinkultur von Bact. 
xylinoides. 


Die nach einem Jahre zur Untersuchung gelangte 10 °,ige Glucoselésung 
in Hefewasser zeigte eine fast vollstandige Umwandlung bzw. Oxydation 
der Glucose. In einer Probe wurden 67,7°, als Gluconséure und 27,6°%, 
Keto-gluconséure, in einer anderen 65,0°% als Gluconséure, 30,7°% als 
Keto-gluconséure und 3,9% als Essigséiure bestimmt. 
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mertellen Ergebnisse. 
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Aus diesen Untersuchungsergebnissen ergibt sich, daB die Angaben 
der Garungsbakteriologen tiber maximale Gluconséurebildung durc) 
Bact. xylinum nur mit Vorsicht und unter genauer Beriicksichtiguny 
der Beobachtungszeiten vergleichbar sind. 

Die hier mitgeteilten und die friiheren Beobachtungen zeigen, da\) 
das Bact. gluconicum imstande ist, Glucose in wenigen Wochen fast 
vollstandig in Gluconsiure umzuwandeln, ein ProzeB, zu welchem 
Bact. xylinum und Bact. xylinoides mehrere Monate bendétigen. In 
bezug auf die Bildung von Keto-gluconséure aus Glucose scheinen, bei 
Anwesenheit von Calciumcarbonat, die Unterschiede nicht so weit 
auseinander zu liegen. Aus freier Gluconsiure vermag nur das Bact. 
gluconicum Keto-gluconsaure zu bilden, das Bact. xylinum besitzt diese 
Fahigkeit tiberhaupt nicht, wohl aber ist dieses Bakterium imstande, 
gluconsaure Salze in keto-gluconsaure itiberzufiihren. Das_ Bact. 
gluconicum bildet aus der Lavulose zum Teil Keto-gluconséure; beim 
Bact. xylinum konnte die Bildung dieser Verbindung aus Livulose 
nicht beobachtet werden. 

Die im vorstehenden mitgeteilten Untersuchungen veranschaulicht 
in tibersichtlicher Zusammenfassung die Ubersichtstabelle. 


Zusammenfassung. 


1. Ein in der sogenannten ,,Kombucha* lebendes Bakterium, das, 
wie friiher von mir gefunden wurde, in sehr kurzer Zeit Glucose nahezu 
quantitativ in Gluconsiure umzuwandeln vermag und das ich daher 
Bacterium gluconicum benannte, ist imstande, diese gebildete Glucon- 
siure weiter zu 5-Keto-gluconsiure zu oxydieren. Der qualitative 
Nachweis der Keto-gluconsaure ]4Bt sich in salzsaurer Lésung mittels 
Orcin beim Erwarmen erbringen. Die auftretende griine oder blaue 
Farbe kann mit Amylalkohol ausgeschiittelt werden. Der Nachweis 
der Keto-gluconsaure kann auch durch Phloroglucin-Salzsaure, jedoch 
nur bei Abwesenheit von Hefewasser erbracht werden. Die dabei auf 
tretende Rotfarbung geht gleichfalls in Amylalkohol tiber. 


2. Bact. xylinum und Bact. xylinoides, die mit dem Bact. gluconi- 
cum zusammen die Pilzgenossenschaft ,,Kombucha“ bilden, unter- 


scheiden sich wesentlich vom Bact. gluconicum hinsichtlich ihrer 


oxydativen Fahigkeit gegeniiber Zuckern; denn wahrend Bact. gluco- 
nicum eine bestimmte Menge Glucose in wenigen Wochen quantitativ 
zu Gluconsiure oxydiert, benétigen die beiden anderen genannten 
Bakterien unter gleichen Bedingungen hierzu viele Monate. 


Bact. gluconicum oxydiert sowohl! Glucose als auch freie Gluconsaure 
und deren Salze zu 5-Keto-gluconsaure. 
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Bact. xylinum und Bact. xylinoides dagegen kénnen nur Glucose, 
nicht aber freie Gluconséure, wohl aber deren Salze, zu Keto-glucon- 
siure oxydieren. 

3. Auch Lavulose kann durch Bact. gluconicum, nicht aber durch 
Bact. xylinum zu Keto-gluconséure oxydiert werden. 


Literatur. 
1) S. Hermann, diese Zeitschr. 192, 176, 1928. 2) Derselbe, eben- 
daselbst 192, 188, 1928. — 3) Derselbe, ebendaselbst 205, 297, 1929. — 
4) H. Kilant, Ber. 55, 2817, 1922. — 5) Boutroux, Ann. de Chimie et Phys. 


21, 565, 1890. — 6) Bertrand, Bull. de la soc. chim. de Paris 85, 1285, 1906 
(Hoppe - Seyler - Thierfelder, Pathol.-Chem. Analyse 1924, S. 788). 

7) K. Bernhauer und K. Schén, Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 232, 1929. 
— 8) Willstdtter und Schudel, Ber. 51, 780, 1918. 
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Uber die Einwirkung des Fluors und des Jods auf die Urease. 
Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 5. August 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorigen Mitteilung! war gezeigt worden, da die friiher? 
von mir beschriebene Wirkung des Fluors auf die Urease an bestimmte 
Bedingungen gekniipft ist. Analogien zu diesen Beobachtungen finden 
sich in inzwischen erschienenen Arbeiten, welche die Einwirkung des 
Fluors auf andere Enzyme untersuchen. Wir kommen auf die be- 
treffenden Angaben noch zuriick. 

Wir hatten festgestellt, da8 Fluor nur dann die Urease energisch 
wahrend ihrer Tatigkeit schadigt, wenn die Ureasewirkung in einem 
Milieu untersucht wird, das durch konzentrierte Phosphatlésungen 
gepuffert ist. Es war daher zu untersuchen, ob auch die Pufferung 
durch andere geeignete Gemische die Fluorwirkung zustande kommen 
14Bt. Da mit Hilfe der Pufferung eine Schidigung der Urease durch 
Ammoniak bzw. durch die sich ergebende alkalische Reaktion ver- 
mieden wird, war es notwendig, den Einflu8 der Reaktion auf die Fluor- 
wirkung zu priifen 

Da sich ganz klare eindeutige Verhiltnisse ergaben, kann ich auf 
die Wiedergabe der zahlreichen Versuche dieser Serie im einzelnen 
verzichten. Das kann um so eher deswegen geschehen, weil ich mich 
in der Anordnung der Versuche ganz an die Anordnung der ersten 
Mitteilung gehalten habe. 


1 Diese Zeitschr. 198, 163, 1928. 
2 Ebendaselbst 74, 107, 1916. 
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Der Durchschnitt einer Anzahl von Versuchen, bei denen die 
Pufferung durch Natriumacetat und Essigsiure erfolgte, ergab fiir 
immer gleiche Ureasemengen und gleiche Fluormengen bei 

pu 5,8 95,9°%, Ureasebehinderung 
pu 6,3 8.3% 
pul,d 2,8%, 

Versuche mit Phosphatpufferung haben wir méglichst gleich mit 
den Acetatversuchen angeordnet. Die Versuche tiber den EinfluB von 
wechselnden py fielen auch durchaus im gleichen Sinne aus. Quan- 
titativ war allerdings die Wirkung weniger umfangreich: 

pu 5,9 89,6°., Ureasebehinderung 

Pu 7,0 74,2 ey 
pu 7.4 32,7%, 
pu 7,7 10,8°%, 

Die Phosphatpufferung ist also als solche nicht die Voraussetzung 
fiir das Zustandekommen der Fluorwirkung auf die Urease. Da die 
Wirkung des Fluors durch Pufferung gewihrleistet wird, 14Bt sich 
einfach dadurch erklaren, daB ohne die Pufferung das Ammoniak, das 
durch die Harnstoffspaltung entsteht, eine so alkalische Reaktion 
herstellt, da8 die Fluorwirkung verhindert wird. Fluor wirkt eben 
auf die Urease nur dann energisch, wenn die Reaktion sauer oder 
neutral, jedenfalls nicht stark alkalisch ist. 

Es ist also nachgewiesen, daB die Wirkung des Fluors auf die Urease 
nicht an die Pufferung durch Phosphate gebunden ist. Ferner findet 
eine erhebliche Behinderung der Ureasewirkung durch Fluor nur bei 
saurer oder neutraler Reaktion, aber nicht bei alkalischer Reaktion 
statt. SchlieBlich kann die Fluorwirkung, wie friiher ausgefiihrt 
wurde, nicht durch die Wirkung der Oxalséure oder Citronensaiure 
ersetzt werden. 

Die Wirkung des Fluors ist auch auf andere Enzyme studiert 
worden. Wir erwihnen die Befunde, um festzustellen, ob Analogien 
vorliegen. Wir hatten uns friiher dahin ausgesprochen, daB bei der 
Urease wohl spezifische Einwirkungen auf die wirksamen Gruppen 
anzunehmen sind. Die Arbeiten aus der Meyerho/schen Schule hatten 
zunaichst bei gewissen Enzymen an kolloid-chemische Einwirkungen 
gedacht, neigen aber neuerdings fiir die Esterasen ganz allgemein zu 
der Annahme einer spezifischen Einwirkung. 


Zu dieser Annahme gelangt Lipmann! in seiner aus Meyerhofs Labo- 
ratorium hervorgegangenen Arbeit, weil er in bemerkenswerten Unter- 


1 Diese Zeitschr. 206, 171, 1929; vgl. auch P. Rothschild, ebendaselbst 
206, 186, 1929. 
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suchungen Analogien zu der Fluorwirkung auf Metalle und Methamoglobin 
gefunden hat, die aber wieder fiir die Urease, die metallempfindlich ist uni 
durch Cyankalium wohl wegen Beseitigung der Metallgruppen aktiviert 
wird, nicht in Betracht kommen. Ganz neuerdings macht Kitagawu ' 
darauf aufmerksam, da8 die Metallwirkung auf die Urease in bezug aut 
den EinfluB von py Analogien zu der Reaktion zwischen Eiwei8kérpern 
und Metallen zeigt. Ob spezifische Beziehungen zu Fermentgruppen be- 
stehen, wird dadurch allerdings nicht geklart. Denn das verschiedene 
Verhalten der Enzyme, die ja alle EiweiB im Komplex haben, macht eine 
derartige einfache Deutung unmdglich. 

AuBer den Griinden, die wir frither fiir die Spezifitaét der Urease- 
Fluorreaktion angefiihrt haben (Oxalat-Citratversuche usw.), kommen 
nun noch die py-Reaktion und die Befunde mit Jod, auf die wir jetzt 
eingehen wollen, in Frage. 

Zum Vergleich mit den Fluorversuchen wurde eine gréBere Zah| 
von Jodversuchen angestellt. Da sich hier bemerkenswerte neue Re. 
sultate ergaben, miissen diese Versuche eingehender wiedergegeben 
werden. In seiner nach AbschluB unserer Versuche erschienenen Mit- 
teilung erwaihnt Kitagawa auch einige Versuche mit Jodsalzen, dic 
aber mit unseren Resultaten nicht vergleichbar sind. 

Zunichst berichte ich iiber Versuche, welche die Wirksamkeit des 
Jods beleuchten. Unter vdéllig gleichen Bedingungen — immer 1 mg 
Jackbean-urease — wurde gefunden: 


Tabelle I. 





Jodnatrium Abgespaltenes Jodnatrium Abgespaltenes Jodnatrium Abgespaltenes 
in mg NH, in mg NH, | in mg NH; 


0 73,3 0 74,6 0 73,0 
2 16,0 0,2 60,7 0,2 44,8 
4 8,2 0,4 37,7 0,4 35.1 
10 7,5 1 23,9 1 20,8 
20 4,7 2 16,0 
40 4,9 4 13,5 
60 2,7 6 7,8 


Es wurden zahlreiche Versuche mit den verschiedensten Jodmengen 
angestellt und gleichzeitig unter genau denselben Bedingungen die 
Wirkung der verschiedensten Ureasemengen studiert. So war es méglich 
den Grad der Fermentbehinderung durch Jod genau zu ermitteln. In 
der folgenden Tabelle sind nur die Werte, welche aus mindestens fiinf 
haufig erheblich mehr — gut iibereinstimmenden Versuchen gewonnen 
sind, aufgenommen. 


1 


M. Kitagawa, On the Influence of Hydrogen-Ion Conzentration upon 
the Inactivation of Urease by some heavy Metal Salts. Journ. biochem. 
10, 197, 1929. 
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Tabelle Il. 

















Jodnatrium Fermentbehinderung Jodnatrium Ferment behinderung 
in mg in Jo in mg in %/ 
0,2 28,0 5,0 89,0 
0,4 51,0 10,0 91,6 
1,0 68,5 20,0 93,3 
1,25 73,0 40,0 94.5 
2.0 78,0 80,0 94,0 
2,5 84,4 
% 
00 -——y + T 
w0 | a in 
80 | j 
70 | 
60 
50 1 
40 j 
JO . 
/ 20+ 1 
et OE 
EPS SSR EM Oe ee sree Se A 
45 10 15 20 25 7 2 Jw 40 50 60 0 & 
mg Jodnatrwm mg Jodnatrium 
Abb. 1 (Kurve A). Abb. 1 (Kurve B), 


Fermentbehinderung durch Jodnatrium. 


Die Kurven A und & zeigen den zuerst erfolgenden steilen Anstieg, 
dem dann fast geradlinig der SchluBteil der Kurve folgt. Vor weiteren 
Darlegungen soll zunachst ausgefiihrt werden, wie diese Jodwirkung 
vom py abhangig ist. Wie schon bekannt, ist bei etwa py 7,0 die Urease- 
wirkung am starksten. Anders aber die: Ureasebehinderung durch 
Jodnatrium. Hier ist am wirksamsten von den untersuchten [H]- 
Konzentrationen py 7,4, etwas weniger wirksam ist eine starker alkalische 
Reaktion, noch weniger wirkt saure Reaktion. Also ganz verschiedene 
Verhaltnisse als bei der Fluorwirkung, die, wie wir sahen, bei saurer 
Reaktion am kraftigsten ist und nach der alkalischen Seite dauernd 
abnimmt. 


Tabelle III. 


Fermentbehinderung in Prozenten bei wechselndem pp. 





Jodnatrium in mg 


Py ’ - 
0,2 0,4 10 

5,9 18,5 34,5 60,0 

7,0 28,0 49.0 68,5 

7.4 59,5 70,0 80.0 

7,7 42.5 54.5 74,5 
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Besondere Beachtung verdient die Tatsache, daB8 wir auch bei 
ganz hohen Joddosen immer einen unbehinderten Ureaserest iibrig 
behalten. Das konnten wir in zahlreichen Versuchen reproduzieren 
Es muB8 aber hervorgehoben werden, da wir bei einem abgeschwichten 
Praparat, bei dem wir nur mit entsprechend héheren Dosen den gleichen 
Enzymeffekt erreichen konnten, dieses merkwiirdige Verhalten gegen 
iiber Jod nicht nachweisen konnten. In der Tabelle IV werden die Ver 
suche, bei denen das Restphinomen nachweisbar war, zusammen. 
gestellt. Uber den Einflu8 von pu auf dieses Phinomen laBt sich ein 
klares Bild nicht gewinnen, da die Ausschlige zu klein sind. 


Tabelle IV. 


Ureaserest bei verschiedenen Jodnatriummengen in Prozenten der an- 
gewandten Ureasemenge. 





Ver- Jodnatrium in mg auf 1 mg Urease 





such ' : ' . — 

Nr. 1,25] 2,5 |3,75| 5 | 6,25) 7,5 8,75] 10 12,5! 15 17,5) 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 50 60) 70 RO 
I 7 4 5 5 
II 7 6 6 6 |6/6/6) 7 
III 12 11 7 7'/6/)7)| 6/65 

IV 15 12 10 8'7/8/7/7 

V 33/16 12;10 9 9/9 9 

VI 11 7,5 7 

Vil 10 7 6 6) 4 


Kine Hemmung der Ureasewirkung durch Rhodannatrium scheint 
auch bei Variierung von pq nicht erkennbar. Das sei deswegen ver- 
merkt, weil dadurch die Auffassung bestirkt wird, daB Jod und Fluor 
nicht durch ihre kolloidchemischen Eigenschaften, die in der Stellung 
in der lyotropen Reihe ihren Ausdruck finden, die Ureasewirkung 
hemmen. Man wird also an direkte, chemische Ursachen denken miissen. 

Im ganzen betrachtet, ist die Urease durch ihre besonders grobe 
Reaktionsfahigkeit vielleicht ein etwas zu empfindliches und insofern 
unbequemes Studienobjekt. Dafiir erhalt man aber auch nach den 
verschiedensten Richtungen speziellere Auskiinfte als bei anderen 
Enzymen. 

Fraulein Hanni Meyer danke ich bestens fiir ihre wertvolle Mit- 
arbeit bei dem experimentellen Teile dieser Arbeit. 


Erérterung und Zusammenfassung. 


Fluor ist gegeniiber der Urease bei saurer Reaktion am wirk- 
samsten. Die Wirkung kommt bei Pufferung mit verschiedenen Salzen 
zustande. Die geringe Wirkung des Fluors im ungepufferten Milieu 
erklart sich dadurch, daB das bei der Harnstoffspaltung entstehende 
Ammoniak die Reaktion beeinfluBt. 
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Jodsalze sind stark wirksam gegeniiber der Urease. Mit wachsenden 
Jodnatriumdosen steigt die Hemmungswirkung zunachst sehr schnell, 
um schlieBlich nur noch ganz allmahlich zuzunehmen. Die Jodsalze 
behindern die Urease am meisten bei schwach alkalischer Reaktion. 

Bemerkenswert ist, daf wenigstens bei bestimmten Enzym- 
praparaten auch bei allerhéchsten Jodsalzdosen immer ein kleiner, 
aber sicherer Enzymrest aktiv bleibt, ein Phinomen, das im Sinne 
einer Adsorptionsverbindung spricht. Fiir kolloidchemische Ein- 
wirkungen der untersuchten Halogensalze spricht nichts. Insbesondere 
wurden die beim Jod aufgefundenen Erscheinungen beim Rhodan 
nicht beobachtet. Die Stellung der Ionen in der lyotropen Reihe scheint 
hier keine Rolle zu spielen. 

Auch fiir diese Arbeit wurden Mittel verwandt, fiir deren Zuwendung 
ich der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu gréBtem Danke 
verpflichtet bin. 











Uber die Rolle von Leber und Darm bei der Desaminierung 
der Aminosiauren. 


Von 


A. Bornstein. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 5. August 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit ist der Nachweis erbracht worden 
da8B die Desaminierung von Eiwei$ und Aminosauren der Nahrung sich 
in einer Erhéhung des NH,-Gehalts des Blutes kundtut. Noch héher 
stieg das Blutammoniak, wenn man einige Aminoséuren intravends 
injizierte?. 

Gleichzeitig war versucht worden, den Ort der Desaminierung durch 
Versuche an iiberlebenden Organen zu bestimmen?. Es zeigte sich 
daB die iiberlebende Leber befahigt ist, groBe Mengen NH, aus Amino. 
siuren zu bilden, wahrend die Extremitaét dazu nicht imstande ist 
Nur geringe desaminierende Fahigkeiten, vielleicht an der Grenze de1 
Fehlerquellen, zeigten Lungen und méglicherweise Nieren. 

Nun haben uns zwar Beobachtungen an iiberlebenden Organen eine 
Reihe grundlegender Kenntnisse auf dem Gebiete des intermediaren 
Stoffwechsels vermittelt; sie haben aber auch gezeigt, daB manche 
Prozesse in tiberlebenden Organen anders verlaufen als im ganzen Tier, 
namentlich was die Biologie der Aminosiuren anlangt. So fand 
Abderhalden*, da& eine Synthese von gewissen Aminosiuren aus NH, 
und N-freien Bausteinen im Gesamtorganismus nicht méglich ist, 
wahrend sich die Synthese anscheinend in der iiberlebenden Leber mit 
Leichtigkeit vollzieht, und Kondo* konnte gar die Bildung kérper- 
fremder Aminosauren in der iiberlebenden Leber nachweisen. Es er- 
schien daher eine gewisse Vorsicht geboten, die Resultate an iiber- 


1 Bornstein, diese Zeitschr. 212, 137, 1929. 

2 Bornstein und Roese, ebendaselbst 212, 127, 1929. 
8 Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 1, 1915. 
4 Kondo, diese Zeitschr. 388, 407, 1912. 
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lebenden Organen ohne weiteres auf das ganze Tier zu tibertragen, und 
wir haben uns daher entschlossen, die Resultate mit der Methode der 
Organausschaltung nachzupriifen. 


Methode. 

Zu den Versuchen ‘wurden Hunde benutzt, die seit 24 Stunden 
keine Nahrung erhalten hatten. Die Tiere wurden mit Morphium und 
Chloralose narkotisiert und ihnen die Baucheingeweide entfernt, indem 
zunichst der Mastdarm unmittelbar vor dem After unterbunden und 
durehgeschnitten wurde, dann sukzessive langsam bis zum Magen auf- 
steigend, die DarmgefiBe doppelt unterbunden und durchgeschnitten. 
Dabei wurde gleichzeitig die Art. hepat. und der Duct. choledoch. 
mit unterbunden und durchschnitten. Der Magendarmkanal war dann 
bis zum Magen frei prapariert und wurde nach Unterbindung der 
Cardia herausgeschnitten; mit ihm wurden Milz und Pankreas heraus- 
genommen (weiblichen Hunden war vor der Darmentfernung Uterus 
und Adnexe entfernt worden). Danach wurden die NierengefaBe unter- 
bunden und beide Nieren entfernt; die Nebennieren wurden aber ge- 
schont. Zuletzt wurden von der Leber so viel Lappen entfernt, wie 
méglich war, ohne die V. cav. inf. in der Leber zu gefahrden. Es blieb 
meist nur ein ganz geringer Stumpf von Lebersubstanz anjder V. cava 
iibrig, der nicht mehr von der V. portae und der A. hepat. aus durch- 
blutet werden konnte (da beide GefaBe unterbunden waren); nur durch 
einen schwachen retrograden Transport von der V. hepat. aus hatten 
vielleicht Spuren Blut in die Leber dringen kénnen. Wir haben hiufig 
nach Beendigung des Versuchs mit Methylenblau gefarbte Gelatine in 
den absteigenden Ast der Aorta thoracica injiziert und uns davon 
iiberzeugt, daB bei normalem Druck die Leber nicht mitinjiziert wurde. 
Erst wenn der Druck erhéht wurde und grobe Mengen der Injektions- 
masse sich im rechten Vorhof stauten, gingen kleine Farbstoffmengen 
in die Leber iiber. Nach vélliger Evisceration wurde die Bauchhéhle 
geschlossen und die Tiere auf einem Warmekissen warm mit Decken 
eingewickelt. 

Die operierten Tiere lebten im Durchschnitt noch etwa 3 Stunden. 
Dabei stand die Atmung meist schon recht frihzeitig still, so daB die 
Tiere nur durch kiinstliche Atmung am Leben erhalten werden konnten. 

Einige Zeit nach der Operation — meist nach 20 bis 30 Minuten — 
wurde in die Jugularvene Glykokoll (1 g pro Kilogramm Tier, in etwa 
10°,iger Lésung in physiologischer NaCl-Lésung, mit NaHCO, neu- 
tralisiert) injiziert. 

Wiahrend des ganzen Versuchs wurde der N H,-Gehalt des Blutes 
nach Parnas in der Modifikation von Bornstein und Keitel! bestimmt. 


1 Bornstein und Keitel, diese Zeitschr. 179, 117, 1926. 
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Das Blut wurde aus der Carotis entnommen, in die eine Glaskaniile 


eingebunden war, die Analysen wurden von der technischen Assistent in 
Fraulein H. Miiller ausgefihrt. 


Einflu8 der Operation, 

Der NH,-Gehalt des niichternen Hundeblutes liegt normalerweise 
bei etwa 0,02 bis 0,05 mg-%,. So niedrige Werte haben auch wir fast 
immer bei normalen Hunden gewonnen. Wenn man aber den Tieren 
Morphium-Chloralose injiziert, so findet man manchmal etwas héhere 
Werte, zwischen 0,07 bis 0,10 mg-°,,. Dies wird man wohl ungezwungen 
auf die Verschlechterung der O,-Versorgung wihrend der Narkose 
zurickfiihren, es handelt sich also um ein Sympton der Asphyxie, wie 
es schon 6fters von Parnas und von Bornstein und Roese beschrieben 
worden ist. Doch kénnen auch nach Chloralose haufig normale Werte 
bis zu 0,02 mg-°,, vorkommen. 

Man sollte denken, daB das Blutammoniak zunehmen wiirde nach 
dem schweren Eingriff der vélligen Evisceration, bei dem es nicht ohne 
gelegentlichen Druck auf die Aorta und damit Absperrung der O,-Zufuhr 
namentlich zur hinteren Extremitaét abgeht; das trifft aber nur sehr 
selten zu (s. Tabelle I). Meist finden wir eine deutliche Abnahme. Sie 


Tabelle I. 
Evisceration. 





Blut-N Hg in mg-9/, 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 

Vor Operation .. . 0,0200 0,0750 0,0800 
Nach Operation: 

Fig i Ks pce 0,0600 0,0650 0,0950 

OE ee 0,0450 0,0650 0,0900 

"4 a 0,0500 0,0625 0,0900 

0,0500 0,0650 

14, » 0,0525 0,0900 

ee ee 0,0500 

ae ee hee oe 0,0500 0,0875 

Bg heey LG 0,0450 

og a ee 0,0500 


wird erklarlich, wenn man bedenkt, daB zwei Organe, Nieren und Darm, 
ausgeschaltet sind, denen man im allgemeinen den Hauptanteil der 
NH,-Bildung im niichternen Zustande zuschreibt. Im tibrigen ist auch 
diese Abnahme gering, sie betrigt im Durchschnitt etwa 0,02 mg-°%,. 

Nachdem bei den Versuchstieren die spontane Atmung aufgehért 
hat — etwa 11% Stunden nach Beendigung der Operation — andert 
sich bald das Bild. Das Blut-NH, steigt friiher oder spater betrachtlich 
an, etwa auf die doppelten bis fiinffachen Anfangswerte, d.h. auf 
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0.15 bis 0,4 mg-°%,. Gleichzeitig wird der Puls klein und aus der Kaniile 
in der Carotis ist infolge des niedrigen Blutdruckes nur schwer Blut zu 
bekommen. Es handelt sich also um eine asphyktische Erscheinung. 


Einflu8 der Aminosiure-injektion. 

Wir injizierten Glykokoll in Dosen von 1,0g pro Kilogramm, 
und zwar in die V. jugular., nachdem wir das Glykokoll in physio- 
logischer NaCl-Lésung gelést und mit Natriumbicarbonat neutralisiert 
hatten. Es wurde langsam injiziert, so daB die Lésung dem Tier in 
10 Minuten einverleibt war. 

Injiziert man einem normalen Hunde Glykokoll in der genannten 
Weise intravendés, so steigt der NH,-Gehalt des Blutes schnell auf sehr 
hohe Werte. Der Héhepunkt ist meist in einer halben bis spitestens 
einer Stunde erreicht, dann sinken die NH,-Werte sehr schnell, um 
nach 2 bis 3 Stunden wieder die Norm zu erreichen!'. Wir haben diesen 
friiheren Befund durch weitere Versuche bestitigt; das Mittel unserer 
friiheren und jetzigen Normalversuche findet sich in Abb. 1 in Kurven- 
form wiedergegeben. 

Wenn man mit dieser Kurve die entsprechenden Werte an evisce- 
rierten Hunden vergleichen will, so ist das nur in der ersten Zeit, etwa 
114 bis 214 Stunden nach Beendigung der Operation méglich. Denn 
bald danach nimmt das Blut-N H,, wie oben gezeigt, mehr oder weniger 
zu, und es ist dann nicht mehr méglich, eine etwaige NH,-Bildung 
nach Glykokoll in den spateren Stunden nach der Evisceration nach- 
zuweisen. Da aber zwischen dem Ende der Oparation und der Glykokoll- 
injektion ein Zeitraum von 20 bis 30 Minuten liegt, so kommen als 
brauchbar fiir unsere Fragestellung in erster Linie die N H,- Bestimmungen 
in Betracht, die in der ersten Stunde nach der Glykokollinjektion aus- 
gefiihrt sind. Da nun normalerweise in dieser ersten Stunde die N H,- 
Werte ihr Maximum erreicht bzw. meist schon iiberschritten haben, so 
geniigt diese Zeit fiir den Zweck. ' 

Wir haben im ganzen vier Versuche mit Glykokoll am eviscerierten 
Hunde angestellt. Betrachten wir nur die erste Stunde (s. Tabelle I), 
so bemerken wir zweimal jegliches Fehlen eines Anstiegs, bzw. sogar 
einen Fall des N H,, zweimal einen geringfiigigen Anstieg um 0,02 mg-°,. 
In den Normalversuchen findet sich im Mitte] ein Anstieg von 2,69 mg-°,,, 
d. h. am eviscerierten Hunde macht sich die Desaminierung zu héchstens 
1%, des Wertes geltend, den wir bei normalen Hunden finden. 

In zwei weiteren Versuchen wurde an Stelle von Glykokoll Alanin 
benutzt. Wir nahmen 1,2 g pro Kilogramm Tier, was 1 g Glykokoll 
aquimolekular ist. Die Resultate sind, wie aus Tabelle Il hervorgeht, 


1 Siehe Bornstein, diese Zeitschr. 212, 139, 1929. 
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Tabelle Il. 


Aminoséuren nach vélliger Evisceration. 





Blut-N Hg in mg-°/ 











Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 
Glykokoll Glykokoll Glykokoll | Glykokoll Alanin Alanin 
Vor Operation . . | 0,0800 0,0550 0,0925 0,0300 0,0400 
Nach , .. | 0,0400 | 0.0550 | 0,0425 | 0.0400 | 0,0350  0,0400 
Nach Aminosaure: 
"Sere 0,0250 | 0,0450  0,0875  0,0450  0,0200 | 0,0250 
RE ae) eas «ors 0,0200 0,0300 0,0375 0,0650 0,0300 0.9200 
_ a eat TS: 0,0250 | 0,0300  0,0875 0.0300 | 0,0025 
Ra Serie ead, 0,0417 =0,0400 | 0,0125 0,0400  0,0025 
1 ee eee 0,0600 0,0350 0,0100 0,0650 0,0025 
1, ... . | 0,0700 | 0.0750 | 0.0125 0,0025 
_ NO eae 0,0100 0,0025 
Se ees 0,0275 00100 
2. , 5 


durchaus identisch mit den Glykokollversuchen; auch das Alanin 
bildet beim eviscerierten Tiere kein NH. Wie einige Bestimmungen 
der Aminosauren im Blute nach der Folinschen Methode zeigten, bleibt 
auch der Aminosaduregehalt des Blutes lange Zeit praktisch konstant. 


Die Rolle der Leber. 


Wenn wir demnach die desaminierenden Prozesse einzig und allein 
in die Organe der Bauchhéhle verlegen wollten, so wiirden wir damit 
in einen leichten Widerspruch zu den Befunden von Bornstein und 
Roese (1. c.) kommen, die auch an der tiberlebenden Lunge eine gewisse, 
wenn auch geringe Desaminierung fanden. Wir miissen jedoch bedenken, 
daB die Extremitaten der Tiere, wie wir friiher fanden, eine kleine 
Menge des gebildeten Ammoniaks wieder zum Verschwinden bringen 
kénnen und daB daher unserer Methode — wie jeder anderen Methode 
am ganzen Tier — solche kleinste NH,-Mengen entgehen kénnen. So 
scheint es uns, dab die Versuche am tiberlebenden Organ die Versuche 
mit Organausschaltung in wichtigen Punkten ergiinzen. 

Nach unseren Versuchen erscheinen also die Organe der Bauchhohle 
besonders bedeutungsvoll fiir die Desaminierung. In welchem Organ 
der ProzeB vorgeht, ist allerdings nicht klar. So konnte man nach den 
Angaben von Bollman, Man und Magath' annehmen, da8 die Des- 
aminierung in der Leber geschieht. Diese Autoren untersuchten aller- 
dings nur den Aminosiaure-, nicht aber den NH,-Gehalt. Aus Unter- 
suchungen des Blut-N H, in verschiedenen GefaBen schlieBen wiederum 


1 Bollmann, Man und Magath, Amer. Journ. of Physiol. 78, 258, 1926. 
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Cholopoff} und Parnas und Klisiecki? auf den Darm als wichtigstes 
Organ der Ammoniakbildung. 

Um die Rolle der Leber noch genauer zu prazisieren, gingen wir 
folgendermaBen vor: Wir eviscerierten in genau der gleichen Weise 
wie vorher beschrieben mit zwei Anderungen: 1. schonten wir sorg- 
faltig die Art. hepatica bei der Unterbindung des Tripus Halleri; 
2. banden wir die Leberlappen nicht ab. Es waren also alle Eingeweide 
(Magendarm, Pankreas, Milz, Nieren) ausgeschaltet, nur die Leber 
war von der Art. hept. aus durchblutet, und das Blut gelangte spiter 
iiber die V. hepat. wieder in den Kreislauf. Die Durchblutung der Leber 
entsprach also etwa der bei Eckscher Fistel. 

Im allgemeinen leben die so operierten Hunde linger als nach 
volliger Evisceration. Der Blutzucker ist hoch und steigt auf diabetische 
Werte an. : 

Die nichste Frage war, ob durch die Operation selbst der N H,- 
Gehalt des Blutes sich in der fiir den Versuch in Betracht kommenden 
Zeit andert. Antwort darauf gibt folgender Versuch: 


Vor der Operation. ......... . 0,06mg-% Blut-N H, 
Sofort nach der Operation ..... . . 0,03 ,, = 
1 Stunde nach der Operation. .... . 0,02 ,, ee 
2Stunden ,, ns Fe Ne ge ae ee 2 oe o 
3 os si a is te oe a a ee ee 
4 °° 9 99 99 i ger st oh ae o9 9 
5 in os ro os ee le - 
6 9° 9 99 a ae 99 9 


Sofort nach der Operation sinkt also der NH,-Wert etwas, um sich 
dann wahrend einer Reihe von Stunden konstant zu halten. 

Die Resultate der intravenésen Aminosiureinjektion gibt Tabelle III 
wieder. Es zeigt sich nach Glykokoll wie nach Alanin eine starke Des- 
aminierung, die etwa die gleiche Héhe wie beim normalen Tier erreicht, 
mit drei Unterschieden: -1. dauert es etwas linger, bis das Maximum 
erreicht ist (1 bis 2 Stunden anstatt 1% bis 34, Stunden beim Normal- 
tier); 2. liegt das Maximum im Durchschnitt etwas hoher; 3. sinkt der 
NH,-Gehalt des Blutes etwas langsamer. 

Das wichtigste Resultat dieser Versuchsreihe ist die N H,-Bildung, 
die nach der Evisceration eintritt, wenn der Kreislauf durch die 
A. hepat. erhalten ist. Wir miissen diese N H,- Bildung der GréBenordnung 
nach fiir ungefihr iibereinstimmend ansehen mit der am ganzen Tier, 
wobei sogar im Durchschnitt etwas héhere Werte erreicht werden. 
Letztere entwickeln sich langsamer als normal, was einleuchtend ist, 


1 Cholopoff, Pfliigers Arch. 218, 670, 1928. 
2 Parnas und Klisiecki, diese Zeitschr. 178, 224, 1926. NH,-Bildung 
im Darm fand schon Cohnheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 293, 1913. 
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Tabelle III. 


Aminosaéuren nach Evisceration unter Schonung dec Art. hepat. 





Blut-NH, in mg-°/, 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 
Glykokoll Glykokoll Glykokoll Glykokoll Alanin 
Vor Operation . . 0,0800 | 0,0500 0,0450 0,0250 0,0359 
Nach - ils 0,0650 0,0250 0,0250 0,0200 0,0200 
Nach Aminosiure: 
1 Std... .. | 0,4600 1,1350 0,5750 0,8950 0,0550 
RE Be Sane 1,3600 1,8150 1,4550 1,8959 0,2959 
. eRe 1,4400 1,8550 2,6500 3,2550 0,4750 
errr eae 1,5600 1,2950 1,8150 2,9350 0,7600 
Os a tae 1,8000 3,3350 2,8559 0,6150 
ae ae 0,3750 2,8550 1,4950 0,6050 
17a » Sips 1,8000 2,5750 0,1300 
as Ste oe 1,2950 0,0600 
Roel: ot. geal 0,1250 12950 0.0210 
rare 1,0890 0,0650 1,4550 1,2950 0,0300 
as ar 0,8000 0,7950 1,4950 0,0250 


da die Leber nach der Evisceration nur von der A. hepat. versorgt 
wird, die Durchblutung von der Pfortader her aber wegfallt, so dal 
die intravenés zugefiihrte Aminosiuremenge verhiltnismaBig langsam 
die Leber erreicht. 

Am auffallendsten ist zweifellos im Vergleich zu den Normal. 
versuchen die Verlangerung der Zeitdauer, wihrend der das Ammoniak 
im Blute kreist. Zur Erklirung liegt die Annahme am nichsten, dai 
die Umformung des NH, zu Harnstoff irgendwie verlangsamt ist 
Das kénnte durch die verschlechterten Zirkulationsbedingungen in 
der Leber geschehen; es kénnten aber auch die durch die Evisceration 
ausgeschalteten Organe an der Harnstoffbildung aus NH, _beteiligt 
sein. Eine weitere Klarung wire méglich durch Versuche am Eckschen 
Fistelhunde, bei dem eine gewisse Insuffizienz des EiweiSstoffwechsels 
auch sonst bekannt ist. 

Jedenfalls geht aus unseren Versuchen hervor, daB die Ammoniak- 
spaltung aus den Aminosauren fast ausschlieBlich in den Organen der 
Bauchhohle vor sich geht. Es geht ferner aus ihnen hervor, daB dic 
Leber die Hauptrolle bei dieser Desaminierung spielt, und daB bisher 
nicht mit Sicherheit erwiesen ist, da&B von den Eingeweiden auBer der 
Leber noch andere Organe beteiligt sind. Auch der Darm, dem von 
manchen Forschern eine ausschlaggebende Stellung bei der Des- 
aminierung zugesprochen wird, kann wohl nur von weniger grober 
Bedeutung sein. 

Bei diesen Feststellungen handelt es sich nur um die Ammoniak- 
abspaltung aus Aminosiauren, die intravenés zugefiihrt sind. Wir haben 
aber in einer friiheren Arbeit festgestellt, daB in gleicher Weise dic 
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per os zugefiihrten Aminosiuren und das Nahrungseiweif desaminiert 
wird. Auf sie wird man unbedenklich die Resultate dieser Versuche 
iibertragen kénnen, und auch von 
ihnen annehmen, da sie fast aus- 
schlieBlich in den Organen der Bauch- 
héhle, und zwar vorzugsweise in 
der Leber, desaminiert werden. Hin- n 

gegen sind die groBen Ammoniak- a | JN Jn 
mengen, die in der Muskulatur bei 
starker Arbeit frei werden, ebenso 
wie das Ammoniak, das nach Nash 
und Benedict in der Niere gebildet 
wird, natiirlich ganz anders zu 
erklaren und haben mit der von 
uns verfolgten Fragestellung nichts 
zu tun. 


30. 


Blut NH, mg % 





Zusammenfassung. Ww 1 1% 1 1 2 2h 2% 
Shum 
. - Y Jlurden 
1. Es wurden friihere Versuche oti 
Abb. 1. | 


bestatigt, die bei Hunden nach _ piut-NHg nach 1,0g Glykokoll pro kg Tier 
intravenés. 

Mittel aller Versuche: —— normale Hunde ; 

Hunde nach Evisceration (Entfernung 


intravenéser Injektion von Amino 

siuren (Glykokoll, Alanin) einen 

a re ‘ ; von Magen-Darmkanal, Leber, Milz, Pan- 

starken Anstieg des Blut-N Hy auf kreas, Niere; - —-- Hunde nach Evisceration 

das 30- bis 100fache der Norm _ unter Schonung der Art. hepat. und der 
° Leber. 

zelgten. 

2. Es wurden Hunden die Baucheingeweide operativ entfernt, und 
zwar: Magendarmkanal, Pankreas, Milz, Nieren, unter gleichzeitiger 
Unterbindung der Art. hepat. und Abtragung der Leber, soweit letzteres 
méglich, ohne die V. cav. inf. zu gefihrden. Unter diesen Bedingungen 
hat Injektion der genannten Aminosauren keine Erhéhung des-Blut-N H, 
zur Folge. 





3. Es wurde die Operation genau so ausgefiihrt. aber die Art. hepat. 
geschont und die Leber nicht abgetragen. Es tritt dann ein Anstieg 
des Blut-NH, nach Aminosauren ein, der eher etwas gréBer als bei 
normalen Hunden ist und sich mehr in die Lange zieht. 

4. Aus den Versuchen wird der SchluB gezogen, daB die Des- 
aminierung der Aminoséuren beim Hund im wesentlichen in der Leber 
vor sich geht. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 25 











Uber die Wirkung von Parasympathicusgiften 
auf den Blutzucker. 


Von 
Heinz Wulf. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Hamburger Universitat, 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 5. August 1929.) 


Bekanntlich haben sich die Wirkungen einer Reihe von Giften 
durch ihre Beziehungen zum sympathischen bzw. parasympathischen 
Nervensystem klaren lassen. Dies gilt in erster Linie fiir die Wirkungen 
dieser Gifte auf motorische Funktionen; aber auch fiir eine Reihe 
sekretorischer Funktionen l48t sich eine zwanglose Einreihung in das 
Schema des autonomen Nervensystems vornehmen. Am schwierigsten 
ist augenscheinlich, das Verhalten der autonomen Gifte zum Blut- 
zucker in ein Schema zu bringen. Es ist schon lange bekannt. 
daB das Adrenalin den Blutzucker erhéht, indem es wie eine Reizung 
des N. splanchnicus maj. wirkt. Man sollte von den parasympathischen 
Reizgiften, Pilocarpin, Cholin usw., annehmen, daB sie dem Adrenalin 
entgegengesetzt wirken. Untersuchungen von Bornstein und Vogel (1) 
haben aber gezeigt, daB alle diese Gifte in gréBeren Dosen den Blutzucker 
zunachst erhéhen (2), dann senken und da diese Wirkung durch 
Atropin aufgehoben werden kann. Aber auch Adrenalin wirkt anta- 
gonistisch auf die Pilocarpin- und Cholinhyperglykamie. Um die Ab- 
weichung vom Schema noch besonders groB zu machen, haben neuere, 
noch nicht veréffentlichte Versuche unseres Instituts gezeigt, daB auch 
der Antagonist des Adrenalins, das Ergotamin, die Wirkung des Pilo- 
carpins auf den Blutzucker hemmen kann, wie die Tabelle I zeigt. Das 
Ergotamin wurde in Form des Gynergens gegeben. 

Die Versuche sind an Hunden angestellt; zu ihrer Beurteilung sei 
darauf hingewiesen, daB Rothlin (3) entgegen den Angaben friiherer 
Autoren eine Beeinflussung des Blutzuckers durch Ergotamin bei 
normalen Kaninchen nicht feststellen konnte, was iibrigens auch mit 
unseren Erfahrungen iibereinstimmt. Aus der Tabelle I geht nun hervor, 


Tabelle I. 
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384 H. Wulf: 


daB das Ergotamin immerhin den Blutzuckerspiegel insofern zu_ be 
einflussen vermag, als es die Pilocarpinhyperglykamie véllig hemmt 
genau wie fiir die Adrenalinhyperglykaimie eine hemmende Wirkung 
des Ergotamins schon seit geraumer Zeit bekannt ist. 

Unter diesen Verhaltnissen konnte man wohl die Frage erheben 
ob denn das Pilocarpin, das ja nur in recht groBen Dosen den Blutzucke: 
erhéht, tiberhaupt durch Wirkung auf parasympathische Endorgane 
in unseren Versuchen gewirkt hat. Es wurde daher eine Versuchsreihe 
an Kaninchen angestellt, bei denen das Riickenmark in bekannte: 
Weise dicht unterhalb des Foramen occipitale magnum durchtrennt 
war. Wiirde der Angriffspunkt des Pilocarpins etwa am Piqirezentrum 
liegen, so diirfte nach Riickenmarksdurchtrennung eine Pilocarpin 
wirkung nicht mehr zu finden sein. 

Die so angestellten Versuche, in Tabelle II wiedergegeben, sind 
nicht leicht zu beurteilen. Sie zeigen schon von Anfang an, daB als 
Folge der Operation eine starke Mobilisierung des Glykogens den Blut- 
zucker erhéht hat, sei es, daB der psychische Schock der nicht narkoti 
sierten Tiere, sei es, daf der Blutverlust im Sinne einer Erhéhung ge 
wirkt hat. Immerhin findet sich in drei von fiinf Versuchen eine Er- 
héhung des Blutzuckers nach Pilocarpin, so daB die Annahme eines 
peripheren Angriffspunktes des Pilocarpins gerechtfertigt erscheint. 

Nach diesen Erfahrungen miissen wir es zunidchst aufgeben, ein 
Schema itiber die Wirkung der parasympathischen Gifte auf den Blut- 
zucker aufzustellen. Es bleibt uns nichts anderes iibrig, als tiber jedes 
einzelne Gift ein méglichst einwandfreies Tatsachenmaterial zu sammeln 
und eine theoretische Einordnung der Zukunft zu tiberlassen. 

In neuerer Zeit haben Lang und Vas (4) eine Reihe von Versuchen 
mit Parasympathicusgiften angestellt und deren Einwirkung auf den 
Blutzucker gepriift. Lhre Resultate lieBen sich jedoch mit den bisherigen 
Erfahrungen unseres Instituts nicht in Einklang bringen. Lang und Vas 
finden insbesondere beim Atropin in kleinen Dosen (0,1 bis 1 mg) 
Hypoglykamie, bei gréBeren Dosen Hyperglykamie. In friiheren Ver- 
suchen von Bornstein und Vogel (5) war hingegen mit kleinen wie mit 
groBen Dosen von Atropin keine Verinderung des Blutzuckers zu sehen. 
Allerdings waren diese Versuche an Hunden, die von Lang und Vas 
an Kaninchen angestellt, und es ware nicht unméglich, daB die Diffe- 
renzen durch die Tierart bedingt sind. Wir haben daher eine gréBere 
Versuchsreihe — es sind im ganzen 40 gelungene Versuche — an 
Kaninchen angestellt. 

Von Anfang an konnten wir uns nicht verhehlen, daB das Kaninchen 
fiir solche Versuche weniger geeignet ist als der Hund, da es wegen 
seiner groBen seelischen Empfindlichkeit viel leichter auf kleinere 
Reize mit einer psychischen Hyperglykamie reagiert. Im iibrigen ist es 


Tabelle Ill. 
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auch schwieriger, Kaninchen véllig niichtern zu bekommen, weil man all- 
zulange Tage warten muB, bis ihr Darm definitiv leer ist. Wir haben es 
daher fiir das Richtigste gehalten, eine recht groBe Reihe von Kontroll- 
versuchen zu besitzen, bei denen alles genau wie bei den Atropin- 
versuchen gehandhabt wurde, mit der Ausnahme, daf statt des Atropins 
eine Spritze physiologischer Kochsalzlésung subkutan injiziert wurde. 


Normalversuche (s. Tab. III). 


Unsere Normalversuche zeichnen sich fast ausnahmslos dadurch 
aus, daB nach der Kochsalzinjektion zunachst ein leichter Anstieg des 
Blutzuckers einsetzt. Derselbe ist gering und betrigt im Mittel 10% 
des Niichternwertes. In der zweiten Stunde ist der Blutzucker schon 
wieder zum Ausgangspunkt zurtickgekehrt und sinkt nun kontinuierlich 
auf Werte, die schlieBlich um 12°, niedriger liegen als der Grundwert. 
Diese Grenze von etwa -+- 10°), werden wir also als die normale Fehler- 
grenze unserer Versuchsanordnung ansehen miissen. Sie stimmt mit den 
Erfahrungen iiberein, die auch friiher in unserem Institut gemacht 
worden sind. 

Atropinversuche. 

Wir haben Atropin in verschiedenen Dosen angewandt, und zwar 

verfiigen wir tiber folgende Versuchsreihen: 
mit 0,1 mg Atropin pro Kilo 5 Versuche 


~ 
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Was die Allgemeinreaktion der Tiere auf Atropin anlangt, so war 
bei niedrigen Dosen kein groBer EinfluB zu sehen. Bei 1,0 mg pro 
Kilogramm waren die Tiere erregt, kratzten viel im Kafig und benahmen 
sich ungebardig bei den Blutentnahmen. Bei der groBen Dosis von 
3,0 mg waren die Tiere recht ruhig. Es mag bei dieser Dosierung wohl 
schon der Ubergang zur narkotischen Atropinwirkung vorliegen. 

Die Wirkung auf den Blutzucker zeigt in allen Versuchen, genau 
wie in den Normalversuchen, das Gemeinsame einer mehr oder weniger 
groBen Senkung in der zweiten Hialfte des Versuchs. Es sinkt der 
Blutzucker am SchluB, d.h. 6 Stunden nach der Atropingabe 


nach 0,1 mg Atropin im Mittel um 11% 
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Der Endteil der Atropinkurve zeigt also genau so wie bei den 
Normalversuchen eine Tendenz zum Sinken. Die kleinen Differenzen 
in der GréBe des Abfalls méchten wir als innerhalb der notwendigen 
Fehler des biologischen Experiments ansehen. 
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In der ersten Stunde nach der Injektion fallt auf, daB in fast allen 
Versuchen der geringe Anstieg einer psychischen Hyperglykimie fehl 
der in den Kochsalzversuchen 6fter zu sehen war. Nur bei den Versuchen 
mit 1 mg Atropin pro Kilogramm, bei denen die Kaninchen wie be- 
schrieben recht aufgeregt waren, findet sich am Anfang ein kleiner 
Anstieg. Man kénnte sich fragen, ob auch diese ganz geringfiigigen 
Abweichungen vom Mittel der Norm (aber im Bereich der Streuungs- 
weite der Norm) als Atropinwirkung oder als Zufall zu betrachten 
seien. Wir miissen uns versagen, diese Frage zu beantworten und 
kénnen nur feststellen, daB, falls iiberhaupt eine Atropinwirkung auf 
den Blutzucker vorhanden ist, sie innerhalb der Fehlergrenzen liegt 
und méglicherweise eine leichte Tendenz zur Hypoglykimie zeigt. 
Wie leicht es ist, sich zu irren, wenn man Wert auf kleinere Schwan- 
kungen des Blutzuckers legt, zeigt die oben zitierte Arbeit von Rothlin (3) 
tiber Ergotamin. Er fand in der einen Versuchsserie von sechs Tieren 
nach Ergotamin eine Abnahme des Blutzuckers um 15 bis 22°, in 
drei weiteren Versuchsserien aber ein Gleichbleiben. In der gleichen 
Richtung liegen auch die Erfahrungen unseres Instituts, nach denen 
Schwankungen des Blutzuckers um 0,02°,, d.h. um etwa 20° der 
Norm nur bei Vorliegen sehr groBer Versuchsreihen mit Sicherheit zu 
verwenden sind. Eine komplizierte Einwirkung des Atropins, wie 
Lang und Vas sie auf Grund verhaltnismaBig weniger Versuche an- 
nehmen, miissen wir demnach ablehnen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Pilocarpinhyperglykamie kommt auch nach Durchschneidung 
des Riickenmarks in Hohe des Atlanto-Okzipitalgelenkes zustande. 

2. Die Pilocarpinhyperglykamie wird auBer durch Atropin und 
Adrenalin auch durch Ergotamin gehemmt. 

3. Atropin hat keinen wesentlichen Einflu8 auf den Blutzucker 
des normalen, nitchternen Kaninchens. 


Literatur. 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 118, 12, 1921; 122, 279, 1921. — 
2) Underhill und Petrelli (Journ. of biol. Chem. 81, 159, 1929) geben zwar 
an, daB bei Hunden Cholin den Blutzucker nicht erhéht; ihre Tabellen 
zeigen aber das Gegenteil, z. B. Erhéhung von 0,09 auf 0,13%, von 0,11 
auf 0,15% usw. — 3) Rothlin, Revue de pharmacologie et de thérapeutique 
expérimentale 1, 1928. — 4) Lang und Vas, diese Zeitschr. 192, 137, 1928. — 
5) Bornstein und Vogel, ebendaselbst 118, 12, 1921; 122, 279, 1921. — 
6) Siehe z. B. Bertram und Bornstein, Zeitschr. f. exper. Med. 37, 133, 1923. 
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Uber die Wirkung gerinnungshemmender Stoffe auf die redu- 
zierenden Plasmakolloide. 


Von 
Sz. Donhoffer und M. Donhoffer-Mittag. 


(Aus der medizinischen Klinik der kénigl. ung. Elisabeth-Universitaét zu 
Pécs.) 


(Eingegangen am 5. August 1929.) 


Wir zeigten in einer friiheren Arbeit, daB die Reduktionsverfahren 
von Bang und Hagedorn-Jensen im Plasma, im Serum und in wasserigen 
HiihnereiweiBlisungen abweichende Resultate ergeben. Die Werte 
der Bang-Ernstschen Methode sind héher als die der Hagedornschen. 
Die Differenz bedingen reduzierende Kolloide, die mit kolloidalem 
Zn(OH), gefallt werden, aber bei der KCl-Uranylacetat-EnteiweiBung 
in Lésung bleiben. Die Differenz zwischen den beiden Verfahren kann 
man durch den Gebrauch einer verdiinnten Salzlésung oft, aber nicht 
immer vergréBern. Die Natur dieser Stoffe ist ungeklart, doch ist es 
nach Versuchen von Brouceux, Gruzewska, Condorelli u. a. nicht un- 
wahrscheinlich, daB es sich um viel Kohlehydrat enthaltende Eiweib- 
kérper handelt. 

Versuche mit konzentrierter und verdiinnter Salzlésung bewiesen, 
daB ein Teil dieser Stoffe auch bei der Bangschen Methode gefallt wird. 
So hofften wir, da8& bei Veriainderungen im kolloidalen System des 
Blutes verschiedene Mengen dieses Stoffes in Lésung bleiben und daf 
es so gelingt, mit Hilfe der Differenz zwischen beiden Verfahren feinere 
kolloidale Verainderungen zu registrieren. Darum untersuchten wir in 
erster Linie die Veranderungen bei der Gerinnung. 


Methodik. 


Die Blutentnahme erfolgte aus der Armvene. Zu 4ccm Blut wurde 
leem einer 3,55°%igen Natriumcitrat-, oder einer 2%igen NaF-, oder 
einer n/10 Na-Oxalat-, oder einer Hirudinlésung gegeben. Im gleichen 
Verhaltnis mischten wir auch immer Blut mit physiologischer Kochsalz- 
lésung. Nach dem Zentrifugieren lieBen wir 2ccm Plasma durch einen 
Tropfen 25% iger CaCl,-Lésung gerinnen. Nachher wurde im Serum des 
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mit physiologischem Kochsalz verdiinnten Blutes (Na Cl-Serum), im Plasma 
und im Serum des mit CaCl, gerinnbar gemachten Plasmas der Reduktions- 
wert 1. nach Hagedorn-Jensen, 2. nach Bang-Ernst, 3. nach Bang-Condorelli 
mit unserer Modifikation bestimmt. Letzteres Verfahren ergab im NaCl- 
Serum, im Plasma und im Serum des Plasmas iibereinstimmende Resultate, 
die entweder etwas iiber den Werten der Hagedorn-Bestimmungen lagen, 
oder sich mit jenen vollsténdig deckten. Darum konnten wir der leichteren 
Ubersicht halber auf ihre Angabe verzichten. Beim Bangschen Verfahren 
benutzten wir zum Teil eine konzentrierte, zum Teil eine halbkonzentrierte 
Salzlésung. Alle Bestimmungen wurden doppelt, viele dreifach ausgefiihrt. 
Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte gut iibereinstimmender Parallelen 
in Milligrammprozent Glucose ausgedriickt. 

Die Hagedornbestimmungen ergaben also im Serum, im Plasma 
und im Serum des Plasmas vollstandig iibereinstimmende Werte. 
Dagegen liefert die Bangsche Methode so bei Verwendung konzen- 
trierter, wie verdiinnter Salzlésung im Plasma immer héhere Werte 
als im Serum, wenn zur Hemmung der Gerinnung Citrat, Fluorid, 
oder Oxalat gebraucht wurde. In den meisten Sera der mit CaCl, 
gerinnbar gemachten Plasmen lagen die Reduktionswerte niedriger als 
in den Plasmen selber, aber, von ein bis zwei Fallen abgesehen, immer 
noch hoher als die des NaCl-Serums. Eine Ausnahme bildet Versuch 233, 
in welchem Plasma- und Serumwerte tibereinstimmten. 

Auf Grund dieser Untersuchungen kann man sagen, da} im Citrat, 
Fluorid bzw. Oxalatplasma mehr reduzierende Kolloide nachweisbar 
sind als im Serum. Mit anderen Worten: die Empfindlichkeit dieser 
Kolloidfraktion gegentiber dem Fallungsmittel ist im Plasma geringer 
als im Serum. Wir hatten auch annehmen kénnen, daB diese Kolloide 
bei der Gerinnung mit dem Fibrin ausfallen; doch sprach dagegen, 
daB nach der Gerinnung der Plasmen die reduzierende Kolloidfraktion 
sich nicht in jedem Falle verminderte. Die mit Hirudin angestellten 
Versuche brachten dafiir den endgiiltigen Beweis. Im Hirudinplasma 
ist die nachweisbare Kolloidfraktion immer kleiner als im Serum, oft 
verschwindet sie ganz. Die gerinnungshemmende Wirkung des Citrats, 
Oxalats und Fluorids beruht auf einem anderen Mechanismus als die 
des Hirudins; dies machte wahrscheinlich, daB das abweichende Ver- 
halten des Serums und Plasmas nicht in dem Prozef der Gerinnung, 
sondern in einer Wirkung der gerinnungshemmenden Substanzen auf 
die Stabilitat gewisser Kolloide seine Ursache habe. Diese Annahme 
schien um so wahrscheinlicher, da Citrat, Oxalat und Fluorid auf dem 
gleichen Wege — durch Bindung des Calciums — wirkt. Zwecks 
Klarung dieser Frage mischten wir Serum im Verhaltnis 4:1 a) mit 
physiologischer NaCl, b) mit Citrat, c) mit Fluorid, d) mit 5°,igem 
CaCl,. Die Bestimmungen nach Hagedorn ergaben in simtlichen Sera 
iibereinstimmende Werte, so daB nur Mittelwerte aus den vier Mischungen 
angegeben sind. Das gleiche gilt von den Resultaten der Methode 
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Bang-Condorelli, von deren Mitteilung so auch hier Abstand genomme) 
werden konnte. Die Bangschen Bestimmungen wurden mit konzentriert er 
Salzlésung ausgefiihrt. 





Tabelle II. 

: H-J in simt- Bang | Bang Bang Bang 

Nr. Diagnose lichen Seren Serum Serum Serum Serum 
+ NaCl + Citrat + Fluorid + CaCl, 

189 Diabetes 185 194 276 212 — 
190 Sine morbo 114 139 150 160 148 
191 Hy peraciditas 74 121 118 121 112 
192 Diabetes 242 272 328 270 260 
193 * 118 153 150 150 150 
195 . 125 262 332 336 258 
199 - 242 321 372 369 335 
214 s 200 236 240 254 240 
304 Uleus ventr. 90 210 218 — _ 
305 Neurasthenia 88 118 172 — - 
307 Diabetes 99 135 153 
308 Hysteria 69 110 139 — - 


Die gerinnungshemmenden Stoffe beeinflussen also auch die 
Stabilitat der reduzierenden Kolloide im Serum. Gibt man zu Serum 
einerseits eine physiologische Kochsalzlésung, andererseits eine Citrat-, 
Fluorid- bzw. Oxalatlésung, so geben letztere oft héhere Reduktions- 
werte als das mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnte Serum; 
die gerinnungshemmenden Stoffe vermindern die Fillbarkeit dieser 
Kolloide. Mit einer 5°,igen CaCl,-Lésung verdiinntes Serum liefert 
dieselben Werte als nach Zugabe einer physiologischen Kochsalzlésung. 


Im NaCl-Serum sind die Werte — wenn man die Verdiinnung in Be- 
tracht zieht — dem unverdiinnten Serum gegeniiber unverandert. 


Die Zugabe einer physiologischen Kochsalzlésung oder einer 5 °,igen 
Ca C),-Lésung zum Serum beeinfluBt also die Fallbarkeit der besprochenen 
Kolloide nicht. Diese Versuche zeigen, daB die Ursache des differenten 
Verhaltens dieser Kolloide im Plasma und Serum also nicht, oder nicht 
allein im Proze8 der Gerinnung, sondern in einer Wirkung der gerinnungs- 
hemmenden Substanzen zu suchen ist. Die Hirudinversuche zeigen 


dasselbe. 


Die gerinnungshemmende Wirkung des Citrats, Oxalats und 
Fluorids beruht auf einer Verminderung der Calciumionisation. So 
war der Gedanke naheliegend, daB ihre Wirkung auf die Fallbarkeit 
der reduzierenden Kolloide auf demselben Mechanismus beruhe. Das 
abweichende Verhalten des Hirudins sprach auch fiir diese Annahme. 
LaBt man Plasma mittels Zugabe vom Calcium gerinnen, so nimmt 
in vielen Fallen die Fallbarkeit der reduzierenden Kolloide zu (s. Tabelle1) 
Auch diese Ergebnisse sprachen fiir einen Mechanismus obiger Art 
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Diesen Gedanken folgend, gaben wir zu Blut eine Mischung von 
CaCl, und gerinnungshemmender Substanz. Die gerinnungshemmende 
Substanz wurde in derselben Konzentration wie bei den anderen Ver- 
suchen gebraucht, CaCl, war im Uberschu8 vorhanden. Nach der 
Gerinnung des Blutgemisches bestimmten wir den Reduktionswert 
nach Bang und nach Hagedorn-Jensen. Als Kontrolle diente auch bier 
das Serum des mit physiologischer Kochsalzlésung gemischten Blutes. 


Tabelle III. 





—_ ‘ 7 i ie Bang 
Nr. Material Hagedorn-J ensen 1/, konz. Salzlésung 
973 | NaCl-Serum 66 200 
apr Na-Citrat-Ca Clo-Serum 66 242 
274 { NaCl-Serum 137 189 
\ NaF —CaCl,-Serum 137 185 
975 | Na Cl-Serum 268 303 
een Na-Oxalat-CaCl,-Serum 268 310 


Mischt man auf diese Art die gerinnungshemmenden Mittel mit 
iiberschiissigem Calcium, so zeigt sich allein das Citrat wirksam, aber 
auch die Citratwirkung ist geringer ais ohne Calcium. Diese Versuche 
wiirden also auch dafiir sprechen, da8 die besprochene Wirkung der 
gerinnungshemmenden Anionen auf einer Verminderung der Calcium- 
ionisation beruhe, gleichzeitig zeigen sie aber auch eine Mitwirkung 
anderer Faktoren an. In erster Linie deutet darauf, daB die kolloidale 
Wirkung der gerinnungshemmenden Anionen durch _ itiberschiissiges 
Calcium, meistens nur teilweise, manchmal] tiberhaupt nicht reversibel 
ist. Man kénnte zwar annehmen, daB die Verminderung des ionisierten 
Calciums gegeniiber einer nachtraglichen Wiederherstellung bzw. Er- 
héhung desselben irreversible kolloidale Veranderungen verursacht. 
Mit Hilfe dieser Annahme wire die Wirkung der genannten Anionen 
durch Bindung des Calciums erkiarbar. 

Wir miissen aber den gerinnungshemmenden Anionen auch auBer 
der Calciumbindung eine spezielle Wirkung zusprechen. Wie man aus 
den Tabellen ersehen kann, wirken Citrat und Fluorid nicht in gleichem 
Grade. Hemmt man die Gerinnung mit Fluorid und Citrat, so wirkt 
in manchem Blut Fluorid, in manchem Citrat stirker. In Hiihner- 
eiweiBlésungen ist die Fluoridwirkung immer starker als die Citrat- 
wirkung. Das calciumfallende Oxalat ist am wenigsten wirksam. 
Dies spricht stark gegen eine Calciumwirkung. Erhéht man den 
Calciumgehalt auf das Fiinf- bis Zehnfache; so entsteht auch keine, 
den gerinnungshemmenden Substanzen entgegengesetzte Wirkung. 
Dasselbe beweist, daB eine Erhéhung der Konzentration des ge- 
rinnungshemmenden Mittels die Wirkung verstarkt. So hemmt die 


| 
| 
| 
| 
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Zugabe einer konzentrierten Citratlésung statt der sonst gebrauchten 
3,55 %igen die Fallbarkeit der reduzierenden Kolloide viel stiarke: 
Die partielle Reversibilitaét der kolloidalen Wirkung des Citrats, 
Fluorids und Oxalats durch Zufiigung iiberschiissigen Calciums 
ist nicht nur durch eine Vermehrung des ionisierten Calciums 
sondern auch durch eine Bindung der wirksamen Anionen zu erkliren. 
Es ist interessant, daB die genannten Anionen auch am Kaninchendarm 
in gleicher Richtung wirksam sind und daB auch diese Wirkung mit 
einer Calciumbindung allein nicht zu erkliren ist (Jendrassik-Antal) 

AuBer der Calciumbindung wire es méglich, die Wirkung der 
genannten Anionen noch auf eine andere gemeinsame Eigenschaft zuriick- 
zufiihren. Natriumcitrat, Fluorid und Oxalat sind schwach alkalisch 
Es ware méglich, wenn auch nicht wahrscheinlich, daB dies auch eine 
Rolle spielt. Doch zeigten unsere mit Natriumacetat angestellten Ver- 
suche, daB dies nicht der Fall ist. Wir vermischten Blut mit einer 
2% igen Natriumacetatlésung und fanden in dessen Serum immer 
dieselben Werte als im Serum des mit physiologischer Kochsalzlisung 
verdiinnten Blutes. 

Auf Grund unserer Versuche hemmen also Citrat, Fluorid und 
Oxalat die Fallbarkeit gewisser reduzierender Blut- und Hiihnereiweil- 
kolloide gegeniiber KCl-Uranylacetat. Hirudin férdert die Fallbarkeit 
gegen dasselbe Fallungsmittel. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bangsche Methode ergibt in Citrat, Fluorid und Oxalat- 
plasmen héhere Reduktionswerte als im Serum. Im Hirudinplasma 
sind die Reduktionswerte niedriger als im Serum. 

2. Das Hagedornsche Verfahren ergibt in den verschiedenen Plasmen 
iibereinstimmende Werte. 

3. Die Erklarung dieser Erscheinung liegt in einer Wirkung der 
gerinnungshemmenden Substanzen auf die Fallbarkeit gewisser redu- 
zierender Kolloide. 

Literatur. 

Brouceux-Gruzewska, C. r. Soc. biol. 1929. — Condorelli, Policlinico 
1924. — Derselbe, Presse medicale, Bd. 35. — Bierry, C. r. Soc. biol. 1927. - 
Donhoffer-Mittag, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1929. — Dieselben, Orvosi 
Hetilap 1929. — Dieselben, diese Zeitschr. 1929. — Jendrassik-Anital, 
diese Zeitschr. 171, 296, 1926. 
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Zur Saureproduktion des Magens. 


Von 
R. Keller (Prag). 


(Eingegangen am 5. August 1929.) 


Schon Claude Bernard und zahlreiche andere Autoren nach ihm 
haben vermutet, daB die Salzsiure des Magens elektrolytisch gebildet 
wird. Die Aaltere Literatur ist ausfiihrlich und kritisch erértert von 
Biedermann. Die Hauptschwierigkeit fiir diese Auffassung ergab sich 
bei der genaueren histologischen Untersuchung der lebenden und frisch 
getéteten Magenschleimhaut auf Chlor und auf ihre Aziditat. 


Heidenhain hatte in klassischen Untersuchungen durch Blindsack- 
versuche festgestellt, daB die Salzséiure nur in jenen Teilen der Magenwand 
entstehe, die Belegzellen enthielten, daB also die Saéure wahrscheinlich 
in den Belegzellen ihren Ursprung habe. Wahrend alle Nachuntersucher 
feststellen muBten, daB hauptsadchlich nur in den Belegzellengebieten des 
Magenfundus ein saures Sekret nachzuweisen ist, die belegzellenfreie Pylorus- 
gegend des Magens dagegen sogar ein schwach alkalisches Sekret produziere, 
ergab es sich mit ebenso groBer Sicherheit, daB die Belegzellen selbst sich 
im mikroskopischen Bild durch ihre auffallende Alkaieszenz vom tibrigen 
Gewebe der Schleimhaut scharf abhoben, ebenso durch ihre starke Re- 
duktionskraft gegen Silberlésungen (Miss Greenwood, Nussbaum, Groebbels*), 
Permanganat und Osmiumsiaure (eigene Untersuchungen). Wollte man die 
Saéureproduktion rein chemisch erklaren, so schien es paradox, daB die 
Saéure gerade in den alkalischen Zellen der Schleimhaut erschien, wollte 
man sie als Produkt einer Elektrolyse annehmen, so war es ebenso un- 
moéglich, daB sie an den auffallendsten Kathoden und Reduktionsorten 
produziert werden sollte; man kann bei der groBen Saéureproduktion des 
Magens, falls sie elektrolytisch angenommen wird, unbedenklich von 
Kathoden und Anoden sprechen, da es sich in diesem Falle nicht um eine 
bloBe statische Ladung, sondern um einen recht betrachtlichen Strom 
handeln miibte. Diese Bezeichnungen beziehen sich auf die Innenseite 
des Magens als Bezugspunkt. 


1 W. Biedermann in Wintersteins Handb. d. vergl. Physiol. 2, 1270. 
Jena 1911. 

2 Literatur ausfiihrlich im III. Band (Verdauung) des Springerschen 
Handb. d. Physiol., 8. 620. Berlin 1927. 
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Eigene Versuche fielen nicht eindeutig aus!. Unter etwa 50 Versuchen 
mit Winternitz und M. Singer erhielten wir ungefihr die Halfte positive, 
die Halfte negative Stréme von der Magenwand gegeniiber dem Pankreas, 
gegeniiber dem Blut und gegeniiber der Haut. Dagegen ergab die histo 
logische Untersuchung der Magenschleimhaut mit den verschiedensten 
farberischen Methoden, also mit geladenen Farbstoffkolloiden, mit Metal! 
salzen, mit Indikatoren, mit Reduktions- und mit Oxydationsreagenzien 
eine besondere und sehr starke Elektronegativitat der Belegzellen®. Wie 
bekannt, gehen von den Belegzellen feine, aber deutlich darstellbare Sekret- 
kapillaren in das Lumen der Ausfiihrungsgainge. Es war nach dem damaligen 
Stande der Kenntnis der Plasmapermeabilitét ganz unverstindlich, da\ 
gerade die iondisperse, anscheinend so leicht permeable Salzséure besondere 
Sekretkapillaren brauchte, um in den Magen zu gelangen. Der Chlor- 
wasserstoff muBte doch, wie man glauben mubte, widerstandslos durch.- 
diffundieren und die Sekretkapillaren schienen nur fiir den  viskésen 
Schleim, fiir hochkolloide Fermente oder dergleicbhen bestimmt zu sein. 
Heidenhain selber erklirte, daB er seine Hypothese der Saureproduktion 
der Belegzellen nicht fiir bewiesen ansehe. 

Die histologische, chemische und elektroanalytische Untersuchung 
schien also iibereinstimmend zu zeigen, daB die Belegzellen etwas 
Alkalisches und Reduzierendes hervorbringen und die Hauptzellen oder 
die Epithelzellen der Schleimhaut die Saure erzeugen. Allerdings kann 
man nicht einfach die Belegzellen als alkalisch und elektronegativ be- 
zeichnen, die Hauptzellen als sauer und positiv. Der Unterschied ist 
wohl stark, aber nur ein quantitativer. Die chemische und elektrische 
Differenzierung geht bis zur Sichtbarkeitsgrenze unserer Mikroskope 
und héchstwahrscheinlich noch iiber diese hinaus. Man beobachtet 
auch in den Belegzellen saure und positive Granula und in den Haupt- 
zellen wie in fast allen iibrigen Zellen der Tiere und der Pflanzen ein 
neutrales oder schwach alkalisches, immer elektronegatives Plasma. 
Aber doch ist der Unterschied recht erheblich. Fast alle histologischen 
Methoden, um die Belegzellen lebend oder frisch nach dem Tode sichtbar 
zu machen, sie von dem iibrigen Gewebe der Schleimhaut zu diffe- 
renzieren, beruhen auf der relativ starken Basizitat, Reduktionskraft 
und Elektronegativitaét der Belegzellen. So z. B. hat Miss Greenwood 
Silbernitratlésung in den Magen eingefiihrt und die Sekretkapillaren 
der Belegzellen durch Silberschwirzung herausdifferenziert, ein Versuch, 
der in allen physiologischen Handbiichern abgebildet und auf Chlor- 
silberniederschlige zuriickgefiihrt wird. In Wirklichkeit sind alle Teile 
der Magenschleimhaut, schon das Epithel, dann die Hauptzellen, die 


1 Keller, Elektrizitat in der Zelle, 1. Aufl., 8. 254. Wien, Braumiiller, 
.1918; Neue Versuche, 8. 95. Wien, Braumiiller, 1919. 

2 Zimmermann, Ergebn. d. Physiol. 24, 281, 1925, kommt ebenfalls zu 
dem Resultat, daB die Belegzellen nicht direkt die Salzsiure liefern kénnen, 
sondern vielleicht eine Vorstufe. 
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Blutkapillaren, die Lymphwege angefiillt mit Chloriden. Die schwarze 
Zeichnung der Sekretginge der Belegzellen entsteht durch Reduktion 
des Silberions, sie ist eine direkte Silbermetallfaillung durch Kathoden- 
wirkung, eine Art galvanoplastischer Darstellung des elektrischen 
Stromes in der Magenwand und hat nichts mit dem Chlorgehalt zu tun, 
wie es tiberhaupt grundverfehlt ist, in einem so stark elektrisch durch- 
strémten Gewebe Versuche der Reagenzglaschemie einfach nach- 
ahmen zu wollen. Die Belegzellen sind sogar zweifellos die chlor- 
airmsten Teile der Magenschleimhaut. 


In der jimgsten Zeit sind annahernd gleichzeitig von verschiedenen 
Autoren, die nach den verschiedensten Methoden arbeiteten und sich 
ihrer gegenseitigen Ubereinstimmung nicht bewuBt zu sein schienen, ver- 
schiedene genaue quantitative Untersuchungen an der Magenwand an- 
gestellt worden, die, wenn man sie nach der hier vertretenen Arbeits- 
hypothese deutet, die Saureproduktion des Magens ein wenig aufhellen. 
Zunachst stellte Mond (unter Hoeber') fest, daB die Schleimhaut des Frosch- 
magens sich relativ negativ gegeniiber ihrer Umgebung verhalte. Einige 
Jahre vorher steilte Gldssner* fest, daB Neutralrot, ins Blut gespritzt, durch 
die Belegzellen in das Innere des Magens austritt, eine Beobachtung, die 
von zahlreichen Nachuntersuchern fiir Neutralrot und andere basische, 
im Blute negativ geladene Farbstoffe bestatigt wurde, so daB sie zur Diagnose 
von Erkrankungen des Magens verwendet wird. Wir haben jetzt folgende 
Tatsachen: Die Magenwand ist wahrend der Sekretion des Magensafts 
anscheinend elektronegativ gegeniiber ihrer Umgebung. Positiv geladene 
Korpuskeln (Silber) wandern vom Mageninnern durch die Sekretkapillaren 
in die Belegzellen und unter Umstanden weiter in den Blutkreislauf, im 
Blute negativ geladene Farbstoffe wandern (Neutralrot) in entgegen- 
gesetzter Richtung aus dem Blute durch die Belegzellen in den Magen hinein. 


Direkte Untersuchungen tiber die Ladungen der Magenschleimhaut 
verdanken wir Jean Swyngedauw*. Er hat zu seinen Versuchen gréSten- 
teils Menschen benutzt, gesunde und magenkranke, normalazide, 
subazide und hyperazide. Er lieB sie Elektroden schlucken, die an iso- 
lierten Drahten eingefiihrt wurden, und zwar eine Elektrode oder auch 
zwei Elektroden, und brachte die Gegenelektroden nach verschiedenen 
genauen quantitativen Ermittlungen der Stréme an anderen Kérper- 
teilen in eine Schale mit eingetauchten Fingern an, da diese die stabilsten 


1 Mond, Piliigers Arch. 218, 468, 1927. 

2 Gldssner und Wottgenstein, Arch. f. Verd.-Krankh. 34, 303, 1925; 
iibereinstimmende Befunde erhielten Dawson und Ivy, Amer. Journ. of 
physiol. 78, 304, 1925; Ber. 84, 674, 1925; Kobayashi, Acta scholae med. 
univ. Kioto 8, 489, 1926; Ber. 41. 72, 1926; Davidson, Willcox, Haagensen, 
Journ. of the Amer. Med. Ass. 85, 794, 1925; wahrend Piersol, Bockus und 
Bank, Trans. of the assoc. of Amer. phys. 40, 413, 1925, fanden, daB die 
ganze Magenschleimhaut Neutralrot ausscheidet. 

3 Swyngedauw, C. r. Soc. Biol. 98, 1431, 1928; nach Ber. d. Physiol. 
47, 93, 1928. 
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Stromverhiltnisse aufweisen. Die Zunge beispielsweise hatte charak- 
teristische Stromschwankungen, offenbar infolge der Arbeit der Speiche!- 
driisen!. Die Lage der Elektroden im Magen der Menschen wurde durch: 
Réntgenstrahlen festgestellt. 


Das Resultat der Versuche von Swyngedauw ist folgendes: Die Wand 
des Magenfundus liefert wahrend der Periode der Magensaftproduktion 
einen erheblichen Strom von 30 bis 40 Millivolt Negativitdt gegeniiber den 
Fingern oder der ruhenden Zunge. Dieser Strom ist nicht etwa verursachi 
durch die Aziditét der die Elektrode umspiilenden Lésung, er hat ungefih: 
dieselbe Héhe, wenn man kiinstlich in den Magen Saéure oder Alkali zufiihrt, 
er ist auch bei Subaciden, Anaciden und Hyperaciden vorhanden. Es sitzt 
also in der Magenwand eine primaire, negative Stromquelle, was in Uber- 
einstimmung mit Monds Befunden steht. Nach diesen Ergebnissen lag es 
nahe, die elektrolytische Hypothese der Siureproduktion so zu formulieren : 
Zwischen den Belegzellen und dem Mageninnern, oder zwischen Belegzellen 
und Blutkapillaren ist eine stark negative Stromquelle, die die Safte elektro- 
lysiert und deren Kathodenprodukte, also Basen, eventuell auch reduzierte 
Stoffe durch den Blutkreislauf fortwihrend ausgewaschen werden. Der 
Elektrochemiker wird fragen, wo sich die Anode dieses Systems befindet. 
In Beantwortung dieser Frage sei darauf hingewiesen, daB der Strom 
lebender Gewebe offenbar keine direkte Analogie zu den vertrauten Appara- 
turen des elektrochemischen Laboratoriums hat. Von grundlegender 
Wichtigkeit ist, daB Bethe und Thoropoff*? gezeigt haben, daB in einem 
Stromfeld ein einziges Diaphragma aus Ton auf der einen Seite als Anode, 
auf der anderen als Kathode wirkt. 


Halbleiterstoffen vom Typus der Bethe-Toropoff-Membranen begegnen 
wir also in Organismen statt der Elektroden aus metallischen Leitern 
erster Klasse, die das Hauptwerkzeug des anorganischen Elektrochemikers 
bilden. Wenn irgendwo zwischen dem Mageninnern und den besonders 
stark kapillarisierten Belegzellen eine oder mehrere Membranen aus Halb- 
leitern sich befinden, die elektrisch so polarisiert sind, daB sie gegen die 
Blutseite negativ sind, gegen die Lumenseite aber positiv, so mu®B, wenn 
auf der Blutseite durch, die Zirkulation die gebildeten Basen in die Venen 
abgefiihrt werden, auf der Seite der Sekretkapillaren, auf der kein oder 
ein stark verminderter Kreislauf stattfindet, die Saurehalfte der Blutsalze 
liegen bleiben und mit der néchsten SaftausstoBung in das Mageninnere 
ausgeschwemmt werden. Vorstellungen ahnlicher Art sind schon friiher 
mehrfach geiuBert worden’. 


1 Swyngedauw, Bull. d. 1. Soc. d. Chimie Biolog. 10, 430, 1928; 10, 443, 
1928; Electrode p H. Thése de Lille 1927 (Masson, édit.); C. r. de la société de 
biologie de Lille 98, 1431, 1433, 1928; 99, 235, 796, 1928. Ich bin Herrn 
Professor Jean Swyngedauw, Direktor des physikalischen Laboratoriums 
der medizinischen Fakultaét in Lille, sehr zu Dank verpflichtet, da er mir 
seine Originalarbeiten, die z.T. in schwer zugiénglichen Zeitschriften er- 
schienen sind, tiberlassen hat. Die Versuche an Patienten und Studenten 
sind an der Clinique de l’appareil digestiv in Lille ausgefiihrt. 

2 Bethe und Thoropoff, Zeitschr. f. physik. Chem. 28, 686, 1914; 29, 
597, 1915. 

3 Siehe Wintersteins zitiertes Handb. u. andere Sammelwerke. 
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Die auf der Magenseite entstehenden Salze und Saéuren sind genau 
analysiert worden. Seit neuerer Zeit jedoch besitzen wir auch sehr genaue 
Analysen der Blutbestandteile vor und nach dem Passieren der Magenwand 
(Bulger und Mitarbeiter!). Aus diesen Bestimmungen ersieht man, daB 
im Magen tatsichlich Chlor aus dem Kreislauf verschwindet, wiaihrend 
die Basenbestandteile quantitativ unveraindert bleiben und der Harn 
alkalischer wird. Auch Wasser verschwindet aus dem Blute. Diese Er- 
gebnisse zusammen mit der starken Elektronegativitaét wahrend der Saft- 
ausscheidung lassen kaum eine andere Deutung zu, als daf der Blutstrom 
in der Magenwand wihrend der Saftsekretion eine stirkere Elektro- 
negativitaét erkennen léBt, die sich in der Elektrolyse der Gewebssaftsalze 
oder des Blutes selbst auswirkt und als deren Restprodukt auf der Seite 
des Lumens ein Uberschu8 von Saure zuriickbleibt, von Salzséure, wenn 
das Blut gréBtenteils Natriumchlorid enthalt, von Bromwasserstoff, wenn 
man dem Kreislauf Bromnatrium hinzufiigt. 

Zu dieser Vorstellung passen auch einige andere Beobachtungen, 
die sich teils in der Literatur verstreut finden, teils unveréffentlichten, 
eigenen Arbeiten entstammen. So ergibt die genaue histologische 
Durchmusterung der Pankreasdriise, die den alkalischsten Saft des 
Verdauungskanals ausscheidet (bis zu py 8,4), daB diese zahlreiche 
auffallende Saure- und Oxydationsorte enthalt, nach meiner Termino- 
logie Anoden. Ein Gefrierschnitt des Pankreas (den man vorher am 
besten durch 3 Minuten langes Abbriihen abtétet, da es/sonst beim 
Schneiden zerbréckelt) bietet, mit dem Indikator Safranin oder einem 
anderen passenden Indikator tiberfarbt, ein ganz scheckiges Bild, in 
dem die Saureorte stark dominieren. Die Alkalitat tritt hervor am 
Lumenrand der Acinuszellen, in der Grundmasse der Langerhans- 
Inseln, kann aber nur von sehr erfahrenen Vitalfirbern am lebendem 
oder iiberlebendem Praparat mit Sicherheit demonstriert werden. 
Die Mehrzah] der Autoren, die die Aziditéit der Pankreasdriise 
beschreiben, finden sie sauer. Nur eine sehr genaue Beobachiterin, 
Schmidtmann?, findet beim Pankreas ein py ven 6,5 bis 7,5. Damit 
stimmt es nun sehr gut iiberein, daB das zu- und abflieBende Blut nach 
der oben zitierten amerikanischen Autorengruppe mit denselben Saure- 
bestandteilen abflieBt, dagegen an Basen wahrend des Durchstrémens 
der Driise in dem gleichen Verhaltnis verarmt, wie das Magenblut an 
Sauren. 

Daran sei noch eine Beobachtung aus jiingster Zeit angeschlossen, 
die L. Halik in unserem Laboratorium gemacht hat, als er Frésche und 
Molche, insbesondere letztere, mit fluoreszierenden Farbstoffen durch- 
strémte und im ultravioletten Licht beobachtete, Gibt man Molchen 


1 Bulger, H. A. Stroud, Heidemann, Duff, Harrison, Journ. clin. 
invest. 5, 547, 1928; ahnliche Resultate erhielten Gamble und Mac Ivor, 
Proc. Soc. exper. Biol. 28, 439, 1926. 

2 M. Schmidtmann, Zeitschr. f. exper. Med. 45, 727, 1926. 
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positiv geladene Farbstoffe in den Magen (Uranin, Fluorescein), so er 
scheinen die abfiihrenden Blutkapillaren leuchtend, dagegen bleiben sic 
ganz dunkel bei Einfiihrung recht konzentrierter, nahezu gesattigter 
Lésungen des negativen, leicht léslichen Trypaflavins. Man erkennt 
also dasselbe Stromgefille wie bei Glaessner, Wittgenstein, Mond und 
bei Swyngedauw wahrend der Verdauung: Mageninhalt — Belegzellen - 
Blutkreislauf der Magenwand, Richtung des positiven Stromes. 

Wie immer stimmt die farberische Ermittlung der elektrischen 
Potentiale mit den gemessenen der MeBinstrumente. Unklar ist nur die 
Mechanik, mittels der die elektrische Energie erzeugt wird, ferner der 
genaue Ort der Elektrolyse, die wahrscheinlich auf eine Weise geschieht, 
die die anorganische elektrolytische Technik noch nicht nacherfunden 
hat und infolgedessen nicht nachzeichnen kann. Genau denselben 
Schwierigkeiten begegnet man bei der Ermittlung der Saureproduktion 
der Pflanzenzellen. Diese ist besonders genau studiert bei der marinen 
Alge Valonia und der SiiBwasseralge Nitella, die zentimeterlange saure 
Vakuolen besitzen, die von einem alkalischen elektronegativen tausendstel 
Millimeter diinnen Plasmafilm in einem alkalischen Milieu produziert 
werden. Von einer Erklarung dieser Vorgiinge ist man noch weit entfernt. 

Zusammenfassend kann aber doch wohl festgestellt werden, dal 
in der Magenwand elektrolytische Vorginge waihrend der Saure- 
produktion mitwirken und da& die Belegzellen in Ubereinstimmung 
mit der klassischen Vorstellung die Zentren der Saureproduktion sind, 
obzwar oder vielmehr gerade weil ihre Grundmasse durch ihre Alkaleszenz 
sich auffallig von den Nachbarzellen abhebt. 
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Zur Biochemie und Physiologie 
organischer Phosphorverbindungen in Pflanze und Tier. 


I. Mitteilung: 
Uber die Phosphatide und Lecithide aus der Ackerbohne (Vicia Faba). 


Von 
Hugo Magistris und Paul Schiifer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, Wien ITI.) 


(Eingegangen am 7. August 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Hansteen Cranner' konnte zeigen, daB niedere und héhere Pflanzen 
aus allen ihren Geweben schon bei Lebenstemperaturen und ohne ihr 
Leben dabei zu verlieren in gréBerer Menge phosphorhaltige Komplexe 
in Dialysewasser austreten lassen, die keine EiweiBstoffe, sondern 
eigenartige Verbindungen darstellen, deren Molekil-,,kern‘* aus Lecithin 
besteht, an dem aber fallweise akzessorisch noch die verschiedensten 
Molekulargruppen, wie Kohlehydrate, Farbbasen und Mineralstoffe 
hingen kénnen. Diese ,,wasserléslichen Lipoide‘, welche iiberaus 
labil und veranderungsfahig sind und schon aus diesem Grunde berufen 
erscheinen, im Leben der Pflanze eine besondere Kolle zu spielen, 
kénnen vielleicht nicht mit Unrecht als die chemischen Vermittler des 
eigentlichen Lebensmechanismus angesprochen werden. Bedenkt man 
ferner, daB sich die Phosphatide mit Eiwei8kérpern zu wasserunléslichen, 
aber kolloid quellbaren Verbindungen vereinigen kénnen, so wird man 
ihnen auch bei der Bildung der Nucleoproteide und damit fiir die Vor- 
giinge bei der Karyokinese und den Vererbungserscheinungen eine 
bedeutsame Rolle zuteilen miissen. Da die Phosphatide am Aufbau 
der plasmatischen Grenzschichten in hervorragendem Mafe beteiligt 
sind und ihre leichte Veranderlichkeit bereits erwahnt wurde, eine Ver- 
ainderlichkeit, die unter dem EinfluB der verschiedenartigsten Faktoren 
zustande kommt und sowohl physikalisch-chemischer als auch rein 


1 B. Hansteen Cranner, Meldinger fra Norges Landbrukshgiskole 2, 
H. 1/2, 1922. 
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chemischer Natur sein kann, so sind diese Stoffe auch fiir die Permeabili 


tatsverhiltnisse der Zelle verantwortlich zu machen. Durch die Annahme 


einer kolloiden Phosphatid- bzw. Eiwei8-Phosphatidgrenzschicht ge- 
lingt es tatsachlich, die durch die verschiedensten Faktoren hervor- 
gerufenen Durchlassigkeitsiinderungen der Zellgrenzschichten in be- 
friedigender Weise zu erkliren. Alle diese Verhiltnisse, auf die hier 
nicht naher eingegangen werden kann, hat Magistris! an anderer Stelle 
ausfiihrlich besprochen. 


Obwohl Hansteen Cranner den Weg gezeigt hat, die Phosphatide in 
genuinem Zustande zu isolieren, sind unsere Kenntnisse iiber diese 
Kérperklasse von Zellstoffen doch noch iiberaus gering. Wir kénnen 
nicht einmal noch die Frage beantworten, ob wir bei verschiedenen 
Pflanzen, ja selbst bei verschiedenen Organen derselben Pflanze, einen 
in chemischer Hinsicht einheitlichen Typus der Zellgrenzschicht an- 
nehmen diirfen. Auch scheinen jahreszeitliche und Altersschwankungen 
die Zusammensetzung und Eigenschaft der Phosphatide weitgehendst 
zu veraindern. Jedenfalls zeigen alle durch Extraktion mit organischen 
Lésungsmitteln in der Warme gewonnenen Priparate eine viel gréBere 
Ubereinstimmung als die nativen, durch Wasserdialyse erhaltenen. 
Es scheint, da8 durch die friiher iibliche Arbeitsweise, Hitzeextraktion 
des vorher getrockneten und getéteten Materials, eine Denaturierung 
des Phosphatidmolekiils eintritt, so daB nur das Kerngeriist des 
Phosphatids von Lecithintypus iibrigbleibt. Diese chemische Dena- 
turierung, der auch eine biologische Denaturierung parallel geht, driickt 
sich dann auch in den veranderten Léslichkeitsverhiltnissen aus. Die 
urspriinglich wasserléslichen Zellinhaltsstoffe haben diese Eigenschaft 
vollkommen verloren; sie sind nunmehr nur in Fettlésungsmitteln 
léslich. Diese Tatsache hat uns die Eigenschaften der Lipoide bisher 
in ganz anderem Licht erscheinen lassen, als es in Wirklichkeit der Fall 
ist. Wir kénnen daher das Vorkommen von eigenilichem Lecithin in 
der Zelle ruhig verneinen; um so eher verneinen, als es uns in friiheren 
Arbeiten zu zeigen gelang, daB auch durch nachtragliche Denaturierung 
eines in schonender Darstellungsart gewonnenen  wasserléslichen 
Phosphatids jene ausschlieBliche Léslichkeit in organischen Lésungs- 
mitteln erreicht werden kann. Alle friiheren Untersucher haben durch 
die verschiedensten Extraktionsverfahren stets von vornherein einen 
solchen Abbau bewirkt und daher niemals unverinderte Phosphatide 
in Handen gehabt, sondern immer nur den stabileren ,,Kern‘‘. Es 
darf daher auch nicht angehen, aus den Analysen solcher ,,Denatu- 
rierungsprodukte“ bindende Schliisse tiber das Vorkommen derartiger 
Stoffe in der Zelle abgeben zu wollen. 


1 H. Magistris, diese Zeitschr., im Druck. 
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Die chemische Charakteristik der wasserléslichen Phosphatide 
fallt tiberaus schwer. Jeder Versuch, Spaltungsprodukte zu isolieren, 
fiihrt in erster Linie zu den bekannten Abbauprodukten des Lecithins. 
Unsere gebriuchlichen Methoden des Lipoidabbaues, Saure- oder 
Alkalispaltung, sind viel zu grob. Es gelingt bei diesem Verfahren, 
immer nur die Hauptspaltungsstiicke — Fettsiuren, Base, Glycerin- 
phosphorsiure, Kohlehydrate — zu gewinnen, wihrend ein Einblick 
in den feineren Aufbau dieses so komplizierten Molekiils versagt bleiben 
muB. Méglicherweise verméchte ein enzymatischer Abbau_bessere 
Dienste zu leisten, doch wurde ein solcher bisher noch nicht in syste- 
matischer Weise durchgefiihrt. Von uns sind Versuche nach dieser 
Richtung in Vorbereitung genommen. Uber einen Teilabbau, Ab- 
spaltung von Fettsiiuren, verschiedener wasserléslicher Phosphatide 
unter dem Einflu8 eines im Kobra- und Bienengift enthaltenen Enzyms 
berichtet Magistris'. 


Die ersten eingehenderen chemischen Untersuchungen itiber wasser- 
lésliche Phosphatide hat Magistris in Grafes Laboratorium ausgefiihrt. 
Aus Aspergillus oryzae, verschiedenen Erbsensorten und Daucus carota 
wurden von diesem Autor wasserlésliche Phosphatide dargestellt und 
analysiert?. So konnten aus Aspergillus oryzae zwei in ihrer elementaren 
Zusammensetzung verschiedene Phosphatide als Bleiverbindungen erhalten 
werden, von denen das eine ungesattigt war und als Base Betain enthielt, 
waihrend das andere nur Palmitinséiure und in der Basenfraktion neben 
Betain auch noch Cholin als Spaltungsprodukte ergeben hatte. In ersterem 
konnte auch Glucose nachgewiesen werden. Besonders deutlich traten in 
den Phosphatiden aus Erbsen die schon in den friiher untersuchten Objekten 
festgestellten Pigmentgruppen und Kohlehydratkomplexe hervor. Die 
ersteren lassen sich leicht mit hydrolytischen Operation abspalten und geben 
wie die Anthocyanine mit Séuren intensive Rotfairbungen. Die Kohle- 
hydratgruppen machten den Eindruck von Polyosen, bilden in trockenera 
Zustande zihe, pergamentartige Haute, die sich glatt in Alkalien lésen - 
und mit Séure wieder ausfallen. Die eingehende Priifung der wasserléslichen 
Phosphatide in ihrem Verhalten gegen Mineralsalze ergab im allgemeinen, 
daB Alkalimetalle ihren Austritt aus der Zelle foérdern, Erdalkalisalze hin- 
gegen die Phosphatide in der Zelle ausfaillen und so ihre Exosmose ver- 
hindern. 


Durch ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften erscheinen 
die Phosphatide in hervorragender Weise dazu bestimmt, als Plasma- 
und Zellmembranbildner zu fungieren und iiberdies fiir die Regulation 
der Zellvorgiinge, wie namentlich den Ein- und Austritt von Zellstoffen 
maBgebend zu sein; da sie ferner imstande sind, sich mit den verschie- 
densten akzessorischen Gruppen zu beladen, hat sie schon Hansteen 


1 H. Magistris, diese Zeitschr. 210, 85, 1929. 
2 V.Grafe und H. Magistris, ebendaselbst 162, 366, 1925; 176, 266, 
1926; Planta 2, 429, 1926. 
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Cranner als ,,Lasttriger‘‘ bezeichnet, die den Stoffaustausch von Zelle 
zu Zelle bewerkstelligen. 


In dem Mafe, als unsere Kenntnisse von diesen lebenswichtigen 
Zellinhaltsstoffen sich mehren, werden unsere Anschauungen iiber dic 
Mechanik des Zellebens auf eine neue Grundlage gestellt werden miissen. 
Es ist jedenfalls eine der wichtigsten Aufgaben der modernen Biochemie, 
die Phosphatide in chemischer und physiologischer Richtung zu er- 
forschen. Unsere Arbeiten auf diesem Gebiet sollen einen Beitrag dazu 
bilden. 


Mit Riicksicht auf die von uns angenommene wichtige Rolle der 
Phosphatide im aktiven Stoffwechsel der Zelle muBte es in erster Linie 
von Interesse sein, den Phosphatidkomplex in chemischer Hinsicht auf- 
zuklaren. Ferner war die Frage zu beantworten, welche Komponenten 
des labilen Molekiils zuerst eine Abtrennung erleiden und ob die Ab- 
spaltung einzelner Molekiilgruppen auch einen Einflu8 auf eine ver- 
anderte Léslichkeit geltend macht. Es ist bereits friiher von uns darauf 
hingewiesen worden, daB bisher alle Autoren, welche ihre Phosphatide 
aus frischen oder getrockneten Pflanzenteilen durch Extraktion mit 
siedendem Alkohol (bzw. anderen organischen Lésungsmitteln) ge- 
wannen, immer nur ein gegen das native Produkt veraindertes Abbau- 
produkt einer Alkoholyse in Handen hatten, in welchem namentlich 
die Kohlehydratgruppe Verinderungen erlitten hat. Es waren also 
auch diese Verhaltnisse zu studieren und vor allem nachzuweisen, ob die 
aus verschiedenen Pflanzen bzw. Pflanzenteilen gewonnenen Priaparate 
sich denaturierenden Einfliissen gegeniiber gleich oder doch zumindest 
ahnlich verhalten. 


Es wurden deshalb von uns sowohl die nativen wasserléslichen 
*Phosphatide als auch die nur in organischen Solventien léslichen 
Lecithide aus der Ackerbohne dargestellt! und analysiert. Die Wahl 
dieses Ausgangsmaterials war durch den bekannten Reichtum desselben 
an Lipoiden bedingt; tiberdies hatte auch Hansteen Cranner gezeigt, 
was von uns in orientierenden Vorversuchen bestatigt werden konnte, 
daB dieses Material viel wasserlésliche Phosphatide liefert. 


Nach Tépler* betragt der Gehalt an Lecithin von Vicia faba 18,75°%, 
des Fettes, nach Jacobson® sogar 64,04°%. Weitere Angaben iiber Bohnen- 


1 Im folgenden werden nur die durch Dialyse in der Kaélte gewonnenen, 
wasserléslichen nativen Praparate allein als ,,Phosphatide‘‘ bezeichnet, 
die mit organischen Lésungsmitteln in der Hitze extrahierten, in ihrer 
Zusammensetzung mehr oder weniger lecithinéhnlichen Produkte, aber 
, Lecithide genannt. 

2 Tépler, Arch. f. Physiol. 15, 278, 1861. 

8 H. Jacobson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 32, 1899. 
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lecithin liegen von Stoklasa! vor. Auch Trier? hat das aus Bohnensamen 
dargestellte Lecithin untersucht und dabei zum ersten Male Aminoiathy]- 
alkohol (Colamin) als Spaltungsprodukt eines Lecithinpraparats nach- 
gewiesen. Das Priparat von Trier enthielt bei der Analyse 3,5 % P, 1,30°, N 
und 2,61°% Zucker als Glucose berechnet. Mit dem Alter biiBte dieses 
Praparat an Léslichkeit in Alkohol ein, was méglicherweise auf einer Oxy- 
dation beruht. 

Alles in allem sind unsere Kenntnisse tiber die phosphorhaltigen Be- 
standteile der Leguminosen noch tiberaus spirlich, und es wire eine auf 
breiter Basis durchgefiihrte Erforschung dieser fiir das Leben der Zelle 
so bedeutsamen Stoffe wohl erwiinscht. 


Experimenteller Teil. 
!. Die Phosphatide aus der Ackerbohne. 

Die Darstellung der wasserléslichen Phosphatide weicht in einigen 
Punkten von den in fritheren Untersuchungen zur Anwendung gebrachten 
und beschriebenen Methoden ab. Vor allem haben wir die Verwendung 
von reinem Wasser als Dialysierfliissigkeit aufgegeben. Es hat sich 
nimlich gezeigt, da die Phosphatidausbeute wesentlich gesteigert 
werden kann — ohne das Zelleben zu schidigen —, wenn an Stelle des 
Wassers eine ganz schwache Lésung von Alkoholen tritt. Auf diese 
Tatsache, bei der die Kapillaraktivitat der verwendeten Stoffe eine 
Rolle spielt, haben auch Zaleski und Mordkin® hingewiesen. Eine 
von uns als sehr geeignet befundene und in unseren Arbeiten verwendete 
Dialysierfliissigkeit hat folgende Zusammensetzung: 28 ccm Athylalkohol 
und 2cem Caprylalkohol werden mit destilliertem sterilem Wasser 
zu | Liter verdiinnt. Bevor die Samen der eigentlichen Dialyse unter- 
worfen wurden, waren sie 3 bis 4 Stunden in 25- bis 30gradigem Wasser 
eingeweicht und vorgequollen. Unsere Erfahrungen haben namlich 
gezeigt, daB in den ersten Stunden der Dialyse gréBtenteils anorganische 
Phosphate austreten. Die eigentliche Dialyse wurde im Vakuum aus- 
gefiihrt, da hierdurch der Austritt der organischen Phosphorverbindungen 
gesteigert werden kann. Die genaue technische Durchfiihrung und die 
dazu nétige Apparatur wird spater ausfiihrlich beschrieben. 

Es wurden nur ausgereifte, ruhende Bohnensamen fiir die Versuche 
verwendet; beschidigte Samen wurden entfernt. Zunachst wurde das 
Material mit warmem Wasser griindlich gewaschen, dann mit 2°/o9iger 
Bromlésung gespiilt, hierauf mit 20%igem Alkohol und schlieBlich mit 
destilliertem Wasser durchgewaschen. Die Lebens- und Keimtiatigkeit 
des Materials hatte durch diese Behandlung keinen Schaden gelitten. 


Die so vorbehandelten Bohnen wurden nun in groBen flachen Porzellan- 
schalen, die vorher durch Abflammen sterilisiert worden waren, mit der 


1 J. Stoklasa, Sitzungsber. d. Wiener Acad. d. Wissensch. 104, I, 
617, 1896. 

2 G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 1, 1913. 

3 W. Zaleski und W. Mordkin, diese Zeitschr. 195, 415, 1928. 
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dreifachen Menge destillierten Wassers durch 3 bis 4 Stunden bei etwa 
25 bis 30° stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde das Bohnenmateria! 
neuerlich mit Alkohol und destilliertem Wasser gespiilt und schlieBlich 
der eigentlichen Dialyse unterzogen. In ungefihr der Halfte der von uns 
angesetzten Versuche wurde vorher die Samenschale entfernt, da diese 
den Austritt der Phosphatide hemmt. 


Fiir die geeignete Durchfiihrung der Dialyse gréBerer Mengen 
Materials im Vakuum hat Magistris eine Apparatur eritworfen, dic 
sich nach unseren bisherigen Erfahrungen recht gut bewahrt hat. 


In eine groBe starkwandige Wanne aus Glas kommen in mehreren 
Lagen Rahmen aus Glas, welche mit Tiill bespannt sind und auf die das 
zu dialysierende Material gelegt wird. Die Rahmen sind an den Ecken 
mit GlasfiiBen versehen, so daB der Abstand der Tiillflachen voneinander 
etwa 2 ccm betrigt. Jeder Rahmen ist mit kleinen Handgriffen ausgestattet 
und in die Wanne leicht einsetzbar. Auf die Wanne ist mit Gummidichtung 
ein Aluminiumdeckel aufsetzbar, der in seiner Mitte ein Hahnrohr tragt, 
das zur Vakuumpumpe fiihrt. Aus beigegebener Abbildung ist die Apparat: 
leicht versténdlich. 














Abb. 1. 


Apparat zur Dialyse griferer Materialmengen im Vakuum. (Durehschnitt.) 
W Glaswanne, A Aluminiumdeckel, D Gummidichtung, R Glasrahmen, mit Tiill bespannt, 
auf die das zu dialysierende Material M gelegt wird, H Handgriffe der Rahmen. 


Vor jedem Gebrauch wurden Wanne und Rahmen mit strémendem 
Dampf sterilisiert. Dann wurden auf den Tiillflachen in lockerer Schicht 
die Bohnen ausgebreitet, die Rahmen in die Wanne gesetzt und diese 
mit der bereits friiher erwaihnten Dialysierfliissigkeit beschickt. Hierauf 
wurde die Wanne evakuiert und bei 25 bis 30° in den Dunkelraum ge- 
stellt. Die Dialyse wurde ausnahmslos nach 24 Stunden abgebrochen. 
Die Dialysate waren hellgelb gefarbt, klar oder schwach triib, welche 
Tribungen aber keinesfalls von Bakterieninfektionen herriihrten, 
sondern durch die schon von Hansteen Cranner beschriebene, wasser- 
unlésliche Phosphatidfraktion!, die erst bei héheren Temperaturen 
neben der léslichen aus den Zellen austritt, verursacht waren. Diese 
Triibung setzt sich bei langerem Stehen grobflockig ab. Die Dialysate 
wurden durch einen Glasgooch filtriert. Die Filtrate waren vollkommen 
klar und hellgelb. Sie reagierten gegen Lackmus neutral oder héchstens 


1 Von uns wurde inzwischen in bisher noch unveréffentlichten Unter- 
suchungen diese wasserunlésliche Phosphatidfraktion als eine Eiweil- 
Phosphatidverbindung erkannt. 
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ganz schwach sauer und schiumten stark. Alle angestellten Eiweib- 
reaktionen fielen negativ aus. Konnten die Filtrate aus 4uBeren Griinden 
nicht sofort aufgearbeitet werden, so wurden sie in sterilen Kolben im 
Kisschrank gehalten, wobei selbst nach mehrtagigem Stehen keine Ver- 
anderungen auftraten. 


‘ : 

Hansteen Cranner hatte auch schon gezeigt, daB im Dialysat ein Gemisch 
mehrerer wasserléslicher Phosphatide vorliegt und daB es gelingt, dieselben 
durch Ausfaillung mit Bleiacetat und Alkohol zu trennen. Die einzelnen 
Fraktionen sollen sich gegenseitig in Lésung halten und eine Gewinnung 
der mit Alkohol fallbaren gesaéttigten Phosphatide erst nach systematischer 
Entfernung der iibrigen Fraktion méglich sein. Auch Magistris hat bei 
der Untersuchung von Aspergillus oryzae durch Fallung mit Bleiacetat 
in neutraler und ammoniakalischer Lésung zwei Phosphatide verschiedener 
Zusammensetzung isolieren kénnen. Nach Entfernung der beiden konnte 
noch durch Fallung mit Alkohol ein drittes Praparat erhalten werden, das 
indessen keinen einheitlichen Charakter besaB. 

Jede Ausfallung mit Schwermetallsalzen stellt aber erfahrungsgemaB 
schon einen tiefen Eingriff in den labilen Phosphatidkomplex dar. Wir 
muBten des 6fteren beobachten, daB Blei- oder Cadmiumverbindungen 
der Phosphatide! leicht Fettséuren in Freiheit setzen. Die tibliche Fallung 
mit Schwermetallsalzen ergibt wohl eine gewisse Stabilitaét des ganzen 
Komplexes und dadurch die Méglichkeit der Isolierung in dieser Form, 
jedoch hat sich bisher die Freisetzung des Phosphatids aus einer solchen 
Verbindung als unméglich erwiesen; itiberdies hatten auch die zur 
Fallung der Metalle dienenden Reagentien eine tiefgehende Veradnderung 
oder gar Spaltung des Phosphatids zur Folge. So verliert ein leicht 
wasserlésliches Phosphatid durch Ausfallung mit Bleiacetat und Ent- 
fernung des Metalls mit H,S vollstandig die Eigenschaften eines nativen 
Produkts; es hat seine Wasserléslichkeit eingebiBt und zeigt nunmehr 
die typischen Eigenschaften der Lipoide, namlich die Léslichkeit in organi- 
schen Solventien. Dazu kommt noch die geringe Spezifitat einer Metall- 
salzfallung. So werden neben den Phosphatiden ebenso Proteine, Pflanzen- 
siuren und anorganische Salze niedergeschlagen, von jenen Stoffen ganz 
zu schweigen, die durch ein so grobes Molekiil adsorptiv mitgerissen werden. 

Aus allen diesen Griinden wollten wir eine Metallausfalhing der 
Phosphatide vermeiden. Wir benutzten deshalb ein von Magistris 
vorgeschlagenes Verfahren, das auf der Unldslichkeit der nativen 
Phosphatide in organischen Lésungsmitteln beruht. Allerdings werden 
auch bei, dieser Methode Mineralstoffe mit ausgefallt, doch gelingt es, 
durch mehrmaliges Umfiallen dieselben gré8tenteils zu beseitigen. Der 
genuine Zustand der Phosphatide wird keineswegs verindert und die 
Wasserlislichkeit bleibt voll erhalten. 

Die Dialysate wurden nun zunachst im Vakuum bei einer Badtempe- 
ratur von héchstens 30° stark konzentriert. Sie blieben dabei meist 


1 Es ist nicht geklart, ob es sich hier um eine Bindung in chemischem 
Sinne oder bloB um eine physikalische Niederschlagsreaktion handelt. 
Siehe zu dieser Frage W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 141, 1903. 
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vollkommen klar, nahmen aber eine dunkelbraune Farbe an. Eventuc|] 
auftretende Triibungen wurden durch Filtration entfernt. Nun wurden 
die Dialysate in hohe Standzylinder iibergefiihrt und unter fort. 
wihrendem Rihren die sechsfache Menge eines Gemisches von gleichen 
Teilen Methyl- und Athylalkohol eingegossen. Es entstand eine grob. 
flockige weife Fallung, die sich’ leicht absetzt; die tiberstehende Lésung 
war hellgelb und klar. Verwendet man fiir die Fallung nur Athylalkoho! 
allein, so setzt sich der Niederschlag nicht ab, ist schmierig und klelt 
an den Wanden des GefaiBes. Nach zwélfstiindigem Stehen bei 
wurde filtriert und der Niederschlag mit der Fallungsfliissigkeit nach- 
gewaschen. Dann wurde die Fallung in méglichst wenig destilliertem 
Wasser gelést und wie vorher mit der sechsfachen Menge eines Gemisches 
gleicher Teile von 95 %,igem Athylalkohol und Aceton wieder ausgefiillt. 
Nach dem Filtrieren wurde abermals in destilliertem Wasser gelést und 
mit absolutem Alkohol gefallt. 

Die Fallung war rein wei, fiihlte sich fettig an, war gegen Sauerst off 
wenig empfindlich, aber sehr hygroskopisch, unléslich in allen organischen 
Lésungsmitteln, leicht léslich in Wasser. Sie wurde im Vakuum.- 
exsikkator getrocknet und der Analyse zugefiigt. Es kann heute noch 
nicht entschieden werden, ob diese Fallung den bei friiheren Unter- 
suchungen mit Bleiacetat erhaltenen Fallungen entspricht oder vielleicht 
mit der nach diesen beiden Fallungen mit Alkohol erzeugten identisch 
ist. Jedenfalls zeugen aber die Analysen fiir einen einheitlichen Kérper. 

Im Filtrat der Methyl-Athylalkoholfillung gelingt es, ein zweites 
Phosphatid zu isolieren. Die Alkohole wurden im Vakuum abgedunstet 
und die filtrierte Lésung tropfenweise mit n/10 CaCl,-Lésung versetzt. 
Es trat eine wei®e Fallung auf, die sich ebenfalls gut absetzte. Sie 
wurde filtriert, mit destilliertem Wasser gewaschen und im Exsikkator 
getrocknet. Das schwach gelblich gefirbte Pulver war in allen gebrauch- 
lichen organischen Lésungsmitteln, ebenso in Wasser, unléslich, in 
Sauren léslich, ebenso in Aikalien unter Zersetzung. Es ist weder 
oxydabel noch hygroskopisch. 

Zur Untersuchung lagen also folgende Fraktionen vor: 


1. Die Fallung mit Methyl-Athylalkohol-Aceton. 
2. Die Fallung mit Calciumchlorid. 
3. Das Filtrat nach diesen beiden Fallungen. 


1. Die Fillung mit Methyl-Athylalkohol-Aceton. 
Fiir die Gesamt-P-Bestimmung wurde die alkalimetrische Methode 
von Neumann! verwendet, wobei die Substanz durch Sdéauregemiscli- 
veraschung zerst6ért wurde. Der anorganische P wurde nach dem Lésen 


1 Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1907; 48, 32, 1907. 
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in destilliertem Wasser nach der modifizierten kolorimetrischen Methode 
von Bell und Doisy! bestimmt. Der organisch gebundene P wurde aus 
der Differenz errechnet. Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl, der 
Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 


Das Praparat enthielt (Mittel aus drei Bestimmungen): 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P Gesamt-N 


0 
0 


0 0 lo 0 , 


2,83 0,79 | 2,04 1,14 


4,300 g Phosphatid wurden mit 3°,iger H,SO, durch 6 Stunden 
unter RiickfluBkiihlung gekocht. Das Filtrat von den ausgewaschenen 
Fettsauren wurde auf 100 ccm aufgefiillt: 

1. 20cem gaben 0,00843 g Gesamtstickstoff = 0,98°, N. 

2. 20 cem gaben (Mittel aus zwei Bestimmungen) 0,81 mg Amino- 
stickstoff = 0,09 %. 

Gesamtstickstoff : Aminostickstoff = 10: 1. 

Der Zucker wurde nach Bertrand bestimmt: 

20 cem verbrauchten bei der Titration (Mittel aus drei Be- 
stimmungen) 26,72cem KMn0O,-Lésung (lecem KMnQ,  entsprach 
9.87 mg Cu), die resultierenden 263,7 mg Cu entsprechen 129,7 mg 
Glucose = 15,08 %, Glucose. 

Das Phosphatidpraparat enthielt 4,31°, Asche, die hawptsachlich 
aus Ca und K bestand, Mg und Na konnten nur in Spuren nach- 
gewiesen werden. 

Ein Abbau des Phosphatids wurde mit 5°%iger Schwefelséure durch- 
gefiihrt. Ungefahr 80g Trockensubstanz wurden mit der zehnfachen 
Menge H,SO, zuerst am Wasserbad und nach Aufhéren des Schéumens 
14 Stunden iiber freier Flamme unter RiickfluBkithlung erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde von eingm braunen voluminésen Niederschlag ab- 
filtriert, der neben ausgeschiedenen Fettsiéiuren, wie bereits friihere Unter- 
suchungen ergeben haben, gré8tenteils aus Huminsubstanzen besteht, die 
sich bei der Spaltung der Kohlehydrate gebildet hatten. Das rotbraune 
Filtrat wurde im Scheidetrichter so lange mit Ather behandelt, als dieser 
beim Abdunsten noch einen Riickstand gab. Die von den Aatherischen 
Schichten abgetrennten, vereinigten wiasserigen Lésungen wurden am 
Wasserbad véllig von Ather befreit, auf die Halfte konzentriert und mit 
konzentrierter Phosphorwolframséurelésung versetzt. Der entstehende 
Niederschlag wurde nach 24stiindigem Stehen abfiltriert und griindlich 
mit 5%iger H,SO, gewaschen. 

Dann wurde der Niederschlag mit waisseriger Barytlésung zerlegt, 
die Bariumsalze nach Vertreiben des NH, entfernt, der iiberschiissige 
Baryt mit CO, beseitigt und das Filtrat unter Zusatz von Alkohol und 
starker Salzséure eingedunstet und im Exsikkator getrocknet. Der Riick- 


1 Bell und Doisy, Journ. of Biol. 18, 215, 1914; Fiske und Subbarow, 
ebendaselbst 66, 375, 1925. 
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stand wurde mit Alkohol aufgenommen, worin er bis auf einen kleinen 
Teil anorganischer Salze und etwas Zucker leicht léslich war. Die An. 
wesenheit von salzsaurem Betain war demnach kaum wahrscheinlic|. 
Die alkoholische Lésung der salzsauren Basen wurde mit alkoholischer 
Sublimatlésung gefillt. Nach dem Entfernen des Hg kristallisierten hei 
langerem Stehen Nadeln aus, die, wie die Analyse bewies, aus Cholin- 
hydrochlorid bestanden. Ein Teil der salzsauren Salze wurde mit Gold- 
chloridlésung gefallt. Das Aurat kristallisierte in feinen Nadeln, die in 
Wasser sehr schwer léslich waren. 

Schmelzpunkt nach dem Umkristallisieren bei raschem Erhitzen 
266 bis 267°. 

Das Chloraurat lieferte bei der Elementaranalyse folgende Werte: 

0,1648 g Substanz gaben 0,0795 g CO,, entsprechend 13,16°% C 


0,1648 g ~ » 0,0421¢g H,O, Pe 2,86% H 
0,1554 g in »  0,0694g Au, wi 44,66% Au 
0,1809 g bs »  0,2322g AgCl, ms 31,75% Cl 


Fiir Cholichloraurat C;H,,NOC1. AuCl, berechnen sich: 
13,54% C, 3,18% H, 44,50% Au, 32,01% Cl. 

Eine zweite Kristallisation enthielt 44,41 °, Au. 

Betain konnte also nicht zugegen sein, noch weniger andere Betaine, 
deren Chloraurate noch weniger Au enthalten. Dafiir zeigte sich, dai 
das Cholinchlorid durch salzsaures Colamin verunreinigt ist. 

0,103 g Cholinchlorid gaben 0,69 mg Aminostickstoff = 0,66 °,. 

Diesen 0,69 mg Aminostickstoff entsprechen 0,0011 g salzsaures 
Colamin. Die Cholinfraktion diirfte demnach etwa 1°, salzsaures 
Colamin enthalten haben. 


Das Filtrat von der Sublimatfaillung wurde durch Eindunsten vom 
Alkohol und mit H,S vom Hg befreit; das Filtrat wurde mit Tierkohle 
entfirbt, mit konzentrierter Salzsiure und Goldchloridlésung versetzt 
und kristallisieren gelassen. Es schieden sich kleine Kristéllchen aus, die 
nur schwer von der sirupésen Mutterlauge abgetrennt werden konnten. 
Gut ,ausgebildete gréBere Kuistalle konnten trotz mehrfacher Kristalli- 
sationsversuche nicht erhalten werden. Die Kristalle wurden auf der 
Nutsche mit HCl ausgewaschen und iiber H,SO, getrocknet. Schmelz- 
punkt 186 bis 187°. 

0,0984 g Substanz gaben 0,0480 g Au = 48,78% Au. 
Fiir Colaminchloraurat berechnet 49,17% Au. 


Auf die Gegenwart anderer Basen konnte bei diesem Phosphatid- 
praparat aus auBeren Griinden nicht gepriift werden. 


Das Filtrat von der Phosphorwolframsaéurelésung, zu dem die Wasch- 
wasser gefitigt wurden, wurde mit Baryt von den anorganischen Saéuren 
und der Phosphorwolframséure befreit, das iiberschiissige Ba mit CO, 
beseitigt, nach dem Filtrieren mit Tierkohle entfarbt und eingedampit. 
Die iiber Schwefelséure getrocknete Masse wurde wiederholt mit 95 %igem 
Alkohol in der Warme ausgezogen. Die alkoholische Lésung wurde ein- 
gedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und H,S8 O, zugefiigt, 
bis 5% davon vorhanden waren. Dann wurde wieder mit Phosphorwolfram- 
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siure gefallt, um die Basen zu gewinnen, die der ersten Fallung entgangen 
waren. Der geringe Niederschlag wurde in der bekannten Weise zerlegt. 
Die Basenlésung gab mit Wismutjodidjodnatrium keine Fallung; Cholin 
konnte also nicht mehr zugegen sein. Abermals wurde mit Goldlésung 
versetzt. Erst nach mehrwéchigem Stehen schieden sich Nadeln aus, die 
auch nach dem Umkristallisieren nur einen geringen Reinheitsgrad besaBen. 
0,0337 g Substanz gaben bei der direkten Verbrennung 16,27 mg Au 
48,28 %, Au. 

Es diirfte sich demnach auch hier um Colaminchloraurat gehandelt 
haben. Die Mutterlauge gab Reduktion der Fehlingschen Lésung, 
ein Teil des Zuckers war offenbar bei der Extraktion mit Alkohol mit 
in Lésung gegangen. 

Der erwaihnte Riickstand wurde nach dem Extrahieren mit Alkohol 
in Wasser gelést und mit Tierkohle entfirbt. Die Lésung muBte die 
Glycerinphosphorséiure und die Kohlehydrate enthalten. In einem 
aliquoten Teil wurde der N bestimmt. Es ergab sich, daB die Lisung 
5,58 % des Gesamt-N enthielt. Die Lésung wurde eingedunstet, wobei 
sich mehrmals dunkle Zersetzungsprodukte ausschieden. Der gelblich 
gefarbte Abdampfriickstand wurde bei Siedehitze mit 50 °,igem Alkohol 
extrahiert. Beim Erkalten der alkoholischen Lésung schied sich der 
Zucker aus, der nicht weiter untersucht wurde. 

Der bei der Extraktion mit Alkohol verbliebene Riickstand wurde 
in Wasser gelést, filtriert, abermals mit Tierkohle entfairbt und mit 
96 °igem Alkohol im Uberschu8 versetzt. Die weiBe Fallung, die der 
Darstellungsweise nach glycerinphosphorsaures Barium sein muBte, 
wurde noch einmal umgefallt. Das im Vakuum getrocknete Pulver 
reduzierte nach der Hydrolyse noch betrachtlich die Fehlingsche Lésung, 
war also durch Kohlehydrate verunreinigt. 

0,2386 g Substanz gaben 0,0789 g Mg,P,0, = 9,21% P, 
0,1839 g 2 » 0,1363g¢ BaSO, = 43,62% Ba. 

Berechnet fiir Ba-Glycerophosphat, C;H,PO,; Ba + H,O: 

Ba = 42,20%, P = 9,53 %. 

Fiir wasserfreies Ba-Glycerophosphat : 

Ba = 44,68%, P = 10,09 %. 

Die bei der Spaltung des Phosphatids mit Schwefelsiure aus- 
geschiedenen, durch Filtration entfernten, als Huminstoffe bezeichneten, 
braunen Massen wurden nach dem Trocknen mit Alkohol erschépfend 
extrahiert. Die alkoholischen Ausziige wurden abgedunstet und der 
Riickstand mit Ather extrahiert. Dicse Lésungen wurden mit der beim 
Ausitthern der schwefelsauren Lésung erhaltenen Fettsdurelésung ver- 
einigt. Die Atherausziige wurden mehrmals mit Wasser gewaschen, die 
itherische Schicht mit gegliihtem Na,SO, getrocknet und der Ather 
verdunstet. Das getrocknete Fettsiuregemisch enthielt, in aliquoten 
Teilen der Kjeldahlbestimmung unterzogen, 123,l mg N. Es konnte 
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also auch hier wieder die alte Erfahrung bestatigt werden, daB ein Teil 
des N zihe an den Fettsaiuren festhaftet und eigentlich nur bei der 
Spaltung in alkalischer Lésung eine vollstandige Abtrennung erziclt 
werden kann. Ahnliche Beobachtungen haben auch MacLean und 
Trier an verschiedenen Lecithiden gemacht!. Die Trennung der ge- 
sittigten von den ungesattigten Fettsiuren geschah auf Grund der 
verschiedenen Léslichkeit ihrer Bleisalze. 

In der sehr geringen Menge ungesattigter Fettsiuren konnte keine 
Olsiiure nachgeweisen werden. Infolge der geringen Ausbeute war auch 
eine weitere Trennung und Reinigung der offenbar in einem Gemisch 
vorliegenden Fettsiuren unméglich. Die Jodzah] betrug 174.26. 
Méglicherweise hat es sich um Linolsiure (Jodzah] 181,4) gehandelt. 
Ein Versuch, das Tetrabromid darzustellen, schlug fehl. 

Die feste Fettsiure wurde durch Zerlegen der in Ather unléslichen 
Bleiseife gewonnen. Der aitherunlésliche Riickstand wurde in 50 °%,igem 
Alkoho] suspendiert und unter Erhitzen K,CO, bis zur deutlich 
alkalischen Reaktion zugesetzt. Nach Abfiltrieren des Carbonats wurde 
verdiinnt und die Seife unter Anwendung von Methylorange mit H('l 
zerlegt. Beim Abdunsten der Lésung blieb ein gelblicher Riickstand, 
der mehrmals aus Alkohol umkristallisiert wurde. 

Schmelzpunkt 59,5 bis 60,5° (Mittel aus vier Bestimmungen 59,84°). 

0,1692 g Substanz verbrauchten 6,65 ccm n/10 KOH, entsprechend 
der Séurezah] 220,52. 

Palmitinsaure hat den Schmelzpunkt 62,6° und die Saurezahl 218.9. 

Um die Probe auf Palmitinsaiure noch scharfer zu gestalten, wurde 
aus einem Teil des Fettes das Ag-Salz dargestellt. 

0,1196 g Substanz lieferten 35,0 mg Ag = 29,26°% Ag. 

Berechnet fiir das Ag-Salz der Palmitinsiiure 29,70 °%, Ag. 

Die kleine Menge an Unverseifbarem, die isoliert werden konnte, 
hatte den Schmelzpunkt 132 bis 133°, gab die Liebermannsche Reaktion 
und bestand wahrscheinlich aus einem Phytosterin. 

Als Spaltungsprodukte des mit Methyl-Athylalkohol-Aceton fiill- 
baren Phosphatides waren also gefunden worden: Cholin, Colamin 
(Aminodthylalkohol), Glycerinphosphorsdure, eine nicht identifizierte un- 
gesdttigte Fettsiure, Palmitinséure, Kohlehydrate und Phytosterin (?). 
Die Isolierung reiner Spaltungsprodukte erwies sich im allgemeinen als 
iiberaus schwierig. So war die Glycerinphosphorsaurefraktion durch 
freies Glycerin und Zucker verunreinigt. Im Fettsaéurengemisch konnten 
Aldehyde nachgewiesen werden, die vielleicht veranderten Fettsduren 


1 Mac Lean, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 223, 1909; G. Trier, eben- 
daselbst 86, 153, 1913. 
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selbst entstammten. Auf Eiweibspaltungsprodukte wurde nicht ge- 
sondert untersucht. 

Hingegen wurde der Versuch unternommen, den Cholingehalt des 
Phosphatidpraparats quantitativ zu ermitteln. 

4,6410 g Phosphatid wurden mit 100cem 3°,iger Schwefelsiure 
10 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht. Dann wurde filtriert, der 
Niederschlag griindlich gewaschen, das Filtrat mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert, abermals filtriert und die Lésung auf 40 ccm konzentriert. 

Nach Stanek reagiert das Cholin mit Jodjodkalilésung unter Bildung 
eines Perjodids!. Die Fahigkeit des Cholins, mit Jodjodkalium schwer 
lésliche Perjodide zu bilden, ist von diesem Autor zu einem Verfahren 
ausgearbeitet worden, nach welchem die Isolierung und Trennung von 
Cholin und Betain auch ohne Verwendung von Phosphorwolframsaure, 
Sublimat oder Schwermetalldoppelsalzen gelingt. Gegeniiber Phosphor- 
wolframsaure besitzt das Jodjodkaliumreagens den Vorzug, daB es auber 
Cholin nur Betain und Neurin, hingegen die Kalium- und Ammonium- 
basen, sowie die Hexonbasen nicht fallt (Kinoshita*). Nach Kiesel* geben 
allerdings verschiedene Alkaloide, Trimethylamin und einige andere Stoffe 
die Reaktion ebenfalls. 

Zur Fallung des Perjodids sind méglichst konzentrierte und neutrale 
Lésungen zu verwenden. Zucker und Salze sind ohne EinfluB auf die 
Fallung. 

Zu der konzentrierten Lésung wurde nun tropfenweise so lange 
Jodjodkalilésung (50 g Jod und 50g Jodkali in 100 cem Wasser) zu- 
gesetzt als noch ein Niederschlag entstand. Das zuerst entstehende 01 
erstarrt bald kristallinisch, besonders wenn man nachtriaglich noch 
etwas tiberschiissiges Jod hinzugefiigt. Die ausgefillten Perjodide, die 
méglicherweise ein Gemisch, besonders von Cholin- und Betainperjodid 
(obwohl Betain nach den Ergebnissen der ersten Spaltung fast mit 
Sicherheit auszuschlieBen war), darstellen konnten, wurden durch 
Kochen mit Kupfer und Kupferchlorid in die Chlorhydrate tibergefiihrt 
und die Lésung zur Trockne abgedunstet. Der Riickstand wurde mit 
absolutem Alkohol mehrmals extrahiert, die vereinigten Ausziige 
wieder eingedunstet und nochmals extrahiert. Hierauf wurde mit 
Natriumbicarbonat neutralisiert und wie friiher das Perjodid dargestellt. 
Dieses Perjodid bestand aus rotbraunen schmalen Tafelchen, die schon 
der wohl ausgebildeten Kristallform nach einen groBen Reinheitsgrad 
hatten und vollkommen den von Rosenheim* beschriebenen Kristallen 
des Cholinperjodids entsprachen. 

Es wurden 0,4894 g Cholinperjodid erhalten. Die Kristalle zeigen 
die Eigenschaft, sich leicht zu verfliissigen. Rasches Arbeiten ist deshalb 
1 Stanek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 280, 1905; 48, 334, 1906. 

2 Kinoshita, Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 607, 1910. 
8 Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 215, 1907. 
4 Rosenheim, Journ. of Physiol. 35, 465, 1907. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 
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nétig, besonders beim Abfiltrieren der Kristalle; am vorteilhaftesten 
ist es, die Kristalle stets mit etwas Jodjodkalilésung bedeckt zu lassen 

0,1665 g Substanz verbrauchten bei der N-Bestimmung nach 
Kjeldahl 7,82cem n/10 H,SO,, das sind fiir die gesamten 0,4894 ¢ 
22,98eem. Da leem n/1l0 H,SO, 12,119mg Cholin entspricht, so 
berechnen sich fiir die 4,6410 g, die fiir die Spaltung verwendet wurden, 
278,56 mg Cholin = 6,00°, Cholin. 

Fiir das ,,ideelle Lecithin‘‘ berechnen sich 15,53 °/, Cholin. 

Bei der Spaltung mit 3°%iger Salzséure trat auch bei diesem Phosphatic 
eine weinrote Farbung der Lésung auf, die sich mit Amylalkohol aus- 
schtitteln 148t. Es muBte demnach auch hier die Leucobase eines Farbstoffs 
vom Typus der Anthocyanine an das Phosphatidmolekiil gebunden sein, 
wie wir solches in den meisten der von uns bisher untersuchten wasser- 
léslichen Phosphatide haben feststellen kénnen. Die amylalkoholischen 
Ausziige wurden abgedunstet und die nach Entfernung des Lésungsmittels 
sich braun veriarbende Masse mit Eisessig extrahiert. Dann wurde wiede 
abgedunstet und mit 96 °%igem Alkohol aufgenommen. Beim Zusatz von 
alkoholischer Pikrinséurelésung kristallisierten nach langerem Stehen 
rotbraune, sternférmig angeordnete Nadeln aus, die aus heiBem Alkoho! 
umkristallisiert wurden. Bei der Analyse zeigte sich jedoch, daB dieselben 
keine einheitliche Zusammensetzung hatten. Die Kristalle reduzierten 
schwach die Fehlingsche Lésung. Die geringe Ausbeute verbot eine weitere 
Reinigung. In der Mutterlauge konnten Ammoniak, Acetaldehyd und 
Kohlehydrate nachgewiesen werden. 


2. Die Fallung mit Caleiumchlorid. 

Die Gesamt-P-Bestimmung wurde auch hier nach Newmann durch- 
gefiihrt. 

0.4873 g Substanz verbrauchten 45,25ccm n/10 NaOH, ent- 
sprechend 2,05°, P (Mittel aus drei Analysen). 

Fiir die Bestimmung des anorganischen P wurde die Substanz in der 
Kalte in 3°%iger Schwefelsiure ausgeriihrt, dann filtriert und das gelbe 
Filtrat fiir die Bestimmung verwendet. Dieses Verfahren, das groBe Nach- 
teile aufweist, zeigt immerhin geniigende Ubereinstimmung mit den Werten, 
die aus der analogen Fallung mit Bariumchlorid erhalten wurden. 

Das Priparat enthielt (Mittel aus zwei Bestimmungen) 4,94°, 
anorganischen Phosphor. 

Fiir den organisch gebundenen Phosphor berechnen sich daher 
1,11 %. 

0.3895 g Substanz gaben 9,2 mg N, entsprechend 2,36°, NV. 

Schon diese P- und N-Werte zeigen, da hier ein Praparat vorliegt. 
das mit dem ,,Lecithin’’ keine Ahnlichkeit hat. 

Amino-N konnte nicht gefunden werden. 

0,5376 g Substanz gaben (Mittel aus zwei Analysen) nach Saure- 
gemischveraschung und doppelter Ausfallung 65,1 mg CaQ, ent 
sprechend = 8.65% Ca. 
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In der Asche wurden auBerdem noch Mg, K und Spuren Fe ge- 
funden. 

1,1163 g wurden mit 50ccm 3°%,iger Schwefelsiure 8 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, von dem Niederschlag, der gréBtenteils aus 
Fettsduren bestand, abfiltriert und dieser gut gewaschen. 

Die Fettséuren enthielten 0,00198 g N = 7,51°%, des Gesamt-N. 

Die Spaltung des Molekiils war also nach dieser Zeit offenbar noch 
nicht vollstandig erfolgt. 

Es wurden deshalb 1,3720 g Substanz mit 60 ccm 3 °,iger Schwefel- 
siure 16 Stunden unter RiickfluB gekocht. 

Die Fettsauren enthielten 0,00142 g N = 4,38°, des Gesamt-N. 

Demnach war also auch durch die doppelt so lange Kochzeit keine 
wesentliche Befreiung der Fettséuren vom Stickstoff eingetreten. 
Sonderbarerweise haftet in fast allen Phosphatidpraparaten ein Teil 
des N hartnackig an den Fettsiuren und ist nicht davon zu befreien. 

Das Filtrat von den Fettsiuren wurde auf 60 ccm gebracht: 

20 ccm verbrauchten bei der Zuckerbestimmung nach Bertrand 
5,65 cem KMnO, = 55,77 mg Cu = 27,42 mg Glucose = 5,99°, Glu- 
cose. 

Spaltung mit 3%iger Schwefelsdure. Etwa 50g der Ca-Fallung wurden 
mit 500 ccm der Saéure 12 Stunden unter RiickfluB gekocht, nach dem 
Erkalten die braunrote Lésung von dem ausgeschiedenen Niederschlag, 
der aus Fettséuren, Mineralbestandteilen und Huminstoffen bestand, ab- 
filtriert und zur Gewinnung der gelésten Fettsiéuren mit Ather erschépfend 
ausgeschiittelt. Die vereinigten atherischen Ausziige wurden bis zum 
Verschwinden einer sauren Reaktion mit Wasser gewaschen, nach dem 
Abziehen des Wassers mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und der 
Ather abgedunstet. 

Der bei der Spa!tung ausgeschiedene, abfiltrierte, gewaschene und 
getrocknete Niederschlag wurde mit Alkohol extrahiert. Der geringe 
Riickstand bestand fast ausschlieBlich aus anorganischen Salzen. Die 
alkoholische Lésung wurde zur Trockne gebracht und mit Ather auf- 
genommen. Die atherische Lésung wurde mit Wasser gewaschen, dann 
mit Na, SO, getrocknet und gemeinsam mit der beim Ansathern erhaltenen 
Lésung abgedunstet. 

Aus der braunen Masse schieden sich bei langerem Stehen im Vakuum- 
exsikkator mikrokristallinische Nadelchen aus, die unter dem Mikroskop 
rosettenférmige Anordnung zeigten. Sie konnten, da sie in Ather verhaltnis- 
maBig schwer léslich waren, durch fraktioniertes Lésen von der Haupt- 
masse abgetrennt werden. Sie enthielten weder N noch P, reduzierten 
schwach die Fehlingsche Lésung, besaBen kein Jodbindungsvermégen und 
schmolzen bei raschem Erhitzen bei 34 bis 35°. Infolge der géringen Aus- 
beute war eine Identifizierung dieser Substanz nicht mdéglich. 

Olsiiture konnte auch hier nicht nachgewiesen werden. Die Fettséure- 
masse wurde mit alkoholischer KOH behandelt, aus der Seife die Fett- 
séuren mit HC] in Freiheit gesetzt, mit Petrolither ausgezogen und dieser 
nach Waschen und Trocknen abdestilliert. Der gelbe Riickstand konnte 
nicht zur Kristallisation gebracht werden. Es wurde deshalb das Ag-Salz 

27 * 














416 H. Magistris u. P. Schafer: 


dargestellt und dieses wieder zerlegt. Beim Einengen und Abkiihlen der 
so erhaltenen alkoholischen Lésung fiel die Fettséiure im Schuppen aus, 
die abgesaugt und mehrmals aus Alkohol umkristallisiert wurden. 


Schmelzpunkt 61,3° (Mittel aus mehreren Bestimmungen). 

0,1486 g Substanz verbrauchten 5,82 ccm n/10 KOH, entsprechend 
der Séurezah] 219,45. 

Palmitinsiure hat den Schmelzpunkt 62,6° und die Siurezah| 
218.9. 

Aus der Mutterlauge konnte eine zweite Fettsiure erhalten werden. 

Sie hatte den Schmelzpunkt 67 bis 68°. Siaurezah] konnte aus 
iuBeren Griinden nicht ermittelt werden. Méglicherweise hat es sich 
um Stearinsiiure gehandelt, die den Schmelzpunkt 69,2° hat. 


Die schwefelsaure Lésung nach dem Ausithern der Fettsiuren wurde 
nach dem Vertreiben des Athers mit Tierkohle entfarbt, eingeengt und mit 
konzentrierter Phosphorwolframséurelésung  gefillt. Der volumindése 
weiBe Niederschlag wurde nach zwélfstiindigem Stehen abfiltriert, mit 
3% iger Schwefelsiure gut gewaschen und mit Baryt und Wasser in der 
bekannten Weise zerlegt. Nach Ausfillen des Baryts im Filtrat mit CO, 
wurde mit starker HCl eingedunstet. Vorher war ermittelt worden, dal 
die Basenlésung weder mit AgNO,, noch mit diesem und Baryt N-haltige 
Niederschlige gab. Der getrocknete kristallinische Riickstand wurde in 
der Kalte mit absolutem Alkohol aufgenommen, mit Tierkohle entfarbt 
und mit PtCl,-Lésung versetzt. Im Vakuumexsikkator schieden sich 
orangerote Tafeln aus, die folgendes Analysenresultat gaben (Mittel aus 
zwei Bestimmungen): 


0,1488 g Substanz gaben beim Gliihen 46,8 mg Pt = 31,45°% Pt. 

Fiir das Cholinchloroplatinat berechnet 31,67 °,, Pt. 

Eine zweite Kristallisation enthielt 31,36°,, Pt und eine dritte 
31,19% Pt. 

Bis in die letzte Fraktion lag also reines Cholinchloroplatinat vor. 

Betain oder eine andere Base konnte auch bei diesem Phosphatid 
nicht gefunden werden. 


Die Aufarbeitung des Filtrats nach der Fallung mit Phosphorwolfram- 
siure erfolgte in der iiblichen Weise. Es wurde mittels Baryt von der 
Phosphorwolframsiure und den anorganischen Sauren befreit, der iiber- 
schiissige Baryt mit CO, entfernt, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und 
eingedampft. Dis itber Schwefelsiure getrocknete Masse wurde wiederholt 
mit 95%igem Alkohol ausgezogen. Die alkoholische Lésung gab mit Gold- 
chloridlésung versetzt einen kleinen Niederschlag, der abfiltriert und aus 
heiBem Alkohol umkristallisiert wurde. Beim raschen Erhitzen schmolz 
diese Goldverbindung bei 262°, was mit dem Schmelzpunkt des Cholin- 
aurats iibereinstimmt. 

Die in Alkohol unlésliche Masse wurde in wenig warmem Wasser 
gelést und mit einem groBen UberschuB von 96 %igem Alkohol versetzt. 
Es fiel ein weiBer Niederschlag aus, der aus Bariumglycerophosphat und 
Kohlehydraten bestand. Er wurde nach dem Filtrieren in Wasser gelést 
und die Lésung eingedampft. Beim Extrahieren mit 50%igem Alkohol 
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konnte die Hauptmenge der Kohlehydrate entfernt werden, waihrend das 
Salz der Glycerinphosphorséure ungelést bleibt. Dieses wurde abermals 
in Wasser gelést und mit Alkohol ausgefillt. Der Niederschlag enthielt 
noch N und reduzierte die Fehlingsche Lésung. Das bei 130° getrocknete 
Ba-Salz der Glycerinphosphorséure ergab deshalb bei der Analyse auch 
nur Werte von geringer Ubereinstimmung : 

0,1275 g Substanz lieferten 0,0957 g BaSO, = 44,17°, Ba (Mittel 
aus zwei Analysen); berechnet fiir C,H,PO,Ba = 44,68°, Ba. 

0,1009 g Substanz lieferten 0.0354 g Mg,P,0, = 9,77°%, P (Mittel 
aus zwei Analysen); berechnet fiir C,H,POgBa = 10,09°, P. 

Als Spaltungsprodukte konnten also bei diesem Phosphatid 
isoliert werden: Palmitinsiiure (Stearinsdure?), Cholin, Glycerin- 
phosphorsdure als Ba-Salz, Kohlehydrate, ferner mehrere Nebenprodukte, 
die nicht identifiziert werden konnten. 

In einigen Dialysaten wurde nach der Fallung mit Methyl-Athy]- 
alkohol-Aceton an Stelle von CaCl, zur Ausfallung der zweiten Phos- 
phatidfraktion BaCl, verwendet, das den Vorteil hat, schon durch 
sehr verdiinnte Schwefelsiure wieder entfernt werden zu kénnen, ohne 
daB8 das Phosphatid durch die verdiinnte Saure und die kurze Zeit 
der Einwirkung eine Denaturierung erleiden wiirde. 

Die Ba-Fiallung hatte das gleiche Aussehen wie jene mit CaCl). 
Der getrocknete pulverisierte Niederschlag wurde mit 0,75 °iger 
Schwefelsiure zerlegt und das BaSO, abfiltriert. Die tiberstehende 
Lésung war gelb gefairbt und vollkommen klar. Eine kleine Probe 
wurde im Vakuum abgedunstet; der Riickstand léste sich leicht in 
Wasser, war aber in organischen Lésungsmitteln unléslich. Der ,,native 
Zustand des Phosphatids war also durch diese verschiedenen Be- 
handlungsweisen nicht verandert worden. 

In einem aliquoten Teil der Lésung wurde der anorganische P 
bestimmt. 

Es wurden fiir die Ba-Verbindung des Phosphatids 0,38°,, an- 
organischen P gefunden. : 

Es gelang, das durch Fallung mit BaCl, erhaltene Phosphatid nach 
dem Entfernen des Ba noch weiter zu fraktionieren. Dieser Weg wurde 
von uns nur qualitativ verfolgt. Erst spitere Untersuchungen, die 
mit gréBerem Ausgangsmaterial quantitativ durchgefiihrt werden 
miissen, kénnen zeigen, ob es sich bei diesen erhaltenen Stoffen um neue 
Kérper mit einheitlicher Zusammensetzung handelt, oder ob nur Ge- 
mische oder jene Teile von Fraktionen, die einer friiheren Fallung etwa 
entgangen waren, hier niedergeschlagen werden. 

Das klare, nach Abfiltrieren des Ba SO, erhaltene Filtrat wurde im 
Vakuum auf die Hialfte konzentriert und dann unter Umrihren mit 
der sechsfachen Menge von 95 °,,igem Alkohol versetzt. Dabei entstand 
eine grobflockige weiBe Fillung, die sich nach einigem Stehen im Dunkel- 
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raum gut und vollstandig absetzte. Die iiberstehende klare Flissigkeit 
wurde abdekantiert und der Niederschlag auf dem Filter so lange mit 
Alkohol gewaschen, bis der ablaufende Waschalkohol, der der ab 
dekantierten Lésung zugefiigt wurde, ganz neutrale Reaktion gab 
Der im Vakuum getrocknete Niederschlag stellte ein weiBes Pulver 
dar. Ein Teil desselben wurde in wenig Wasser gelést und mit dem 
fiinffachen Volumen Methylacetat versetzt. Es entstand wieder eine 
weiBe Fallung, die von der klaren, aber gelblich gefairbten Lésung leicht 
getrennt werden konnte. 

Zur Untersuchung lagen also folgende vier Fraktionen der Fallung 
mit BaCl, vor: 

A. eine in 95°%igem Alkohol lésliche Fraktion; 

B. eine in 95° igem Alkohol unlésliche Fraktion, die wieder 
geteilt werden konnte in 

a) eine in Methylacetat lésliche Fraktion und 

b) eine in Methylacetat unlésliche Fraktion. 


A. Der in Alkohol lésliche Teil der Fdllung mit Bariumchlorid. 


Das schwefelsaure, alkohoiische Filtrat nach der Fallung mit Alkohol 
wurde im Vakuum bei héchstens 30° eingedunstet, wobei sich die Lésung 
stark triibte. Der braune Riickstand zeigte fettige Beschaffenheit. Zur 
Entfernung freier Fettsiuren wurde er in der Kalte mit Ather behandelt 
und dieser auf einem Uhrglas verdunsten gelassen. Das Residuum war 
gelb und fettig und lieB sich von Wasser weder anfeuchten noch lésen. 
Es wurde in Alkohol gelést. Aus diesem schieden sich beim langsamen 
Eindunsten im Vakuumexsikkator mikroskopische Niadelchen aus, die 
bei 52 bis 53° schmolzen. 

Der Riickstand selbst wurde mit 3%iger Schwefelsiure 6 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Die Fettsduren wurden mit Athcr entfernt, aber 
nicht weiter untersucht. Nach Befreiung vom Ather wurde mit kon- 
zentrierter Phosphorwolframsaéurelésung ein Niederschlag erhalten, der 
nach dem Abfiltrieren und Trocknen in einen in Aceton léslichen und 
unléslichen Teile geschieden werden konnte. 

Der in Aceton unlésliche Teil wurde in der iiblichen Weise mit Baryt 
zerlegt und dieser mit CO, beseitigt. In der Lésung konnte mit wisseriger 
Pikrinséure ein kristallinisches Produkt erhalten werden. Der Schmelz- 
punkt der aus Wasser umkristallisierten Substanz betrug 216 bis 218°. 
Das Pikrat wurde mit Nitron zersetzt ; im Exsikkator schieden sich farblose, 
seidenglinzende Nadeln aus, die nach dem Umbkristallisieren bei 233° 
schmolzen. 

Der in Aceton lésliche Teil der Fallung mit Phosphorwolframsaure 
wurde zur Trockne abgedampft und, da eine Zerlegung mit Baryt sehr 
umstiandlich ist und leicht Substanzverluste bedingt, nach dem Verfahren 
von Jacobs! und van Slyke? mit Salzsiure zerlegt und die freie Phosphor- 
wolframsaéure mit einem Gemisch von Amylalkohol und Ather entfernt, 


1 Jacobs, Journ. of biol. Chem. 12, 429, 1912. 
2 van Slyke, ebendaselbst 10, 15, 1911. 
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in welchem sie leicht léslich ist. Die Lésung der Basenchloride wurde ein- 
gedunstet und der Riickstand nach dem Trocknen mit absolutem Alkohol 
extrahiert, worin er fast ganzlich léslich war. Die wiasserige Lésung gab 
mit Quecksilberchlorid, Kaliumwismutjodid, Goldchlorid und Gerbséure 
Fallungen, hingegen nicht mit Quecksilbercyanid, Platinchlorid und Pikrin- 
siure. Ebenso war die Alloxanprobe positiv. Wahrscheinlich hat es sich 
um Cholin gehandelt. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframséurefillung wurde in der be- 
kannten Weise von dieser und den anorganischen Séuren befreit und zur 
Trockne eingedampft. Es gab starke Reaktion auf Kohlehydrate und 
enthielt P. Ebenso war die Reaktion nach Denigés' auf Glycerin positiv. 
Ein Teil der Substanz wird mit Bromwasser erhitzt, wobei das Glycerin 
in Dioxyaceton iibergeht, welches mit Resorcin nachweisbar ist. 0,5 cem 
der untersuchten Fliissigkeit gaben mit 0,1 cem einer 0,5 % igen Resorcin- 
lésung und 2cem konzentrierter H,SO, im siedenden Wasserbad erhitzt 
eine rotgelbe Farbung, welche fiir die Gegenwart von Dioxyaceton charak- 
teristisch ist. 

Freies Glycerin konnte aber mit der Mikroreaktion von- van Eck? 
nicht nachgewiesen werden. 

Nach den Ergebnissen dieser Untersuchung enthielt also der in Alkohol 
lésliche Teil der Fallung mit Bariumchlorid sicher ein Phosphatid bzw. 
Spaltungsprodukt eines solchen. Wie schon betont, kann hier nur eine 
quantitative Untersuchung mit gréBeren Materialmengen eine Entscheidung 
bringen. 


| 
B. Der in Alkohol unldsliche Teil der Fdllung mit Bariumchlorid. 


a) Die in Methylacetat unlésliche Fraktion. 


Dieser Niederschlag stellte nach dem Trocknen eine spréde, gelbliche 
Masse dar, die leicht pulverisiert werden konnte, in Alkohol, Ather, Chloro- 
form, Aceton und Petroléther unléslich war, ebenso in kaltem Wasser. 
Auch in warmem Wasser léste sich die Substanz nur schwer und unvoll- 
standig. Der Gehalt an anorganischen Bestandteilen war groB. 

Die Substanz wurde mit 5%iger Schwefelsiure 6 Stunden hydrolysiert 
und die Fettséuren mit Ather entefrnt. Das beim Abdunsten der ge- 
waschenen und getrockneten Atherausziige erhaltene fettartige Residuum 
war nach der langsamen Eindunstung seiner alkoholischen Lésung ganz 
kristallinisch. Dieser Riickstand wurde zur eventuellen Abtrennung un- 
verseifbarer Bestandteile mit alkoholischer KOH verseift und die Seifen- 
lésung mit Petrolither behandelt. Die Petrolaitherausziige wurden mit 
Alkohol gewaschen und gaben ein strahlig kristallisierendes Residuum, 
das die Liebermannsche Reaktion gab. Die Seife wurde mit Salzsiure 
zerlegt und die freie Fettsaure mit Ather ausgezogen. Die gewaschenen 
und getrockneten Atherlésungen wurden im Vakuumexsikkator einer 
langsamen Eindunstung iiberlassen. Der schuppige und farblose Riickstand 
schmolz bei 55 bis 56°. 

Die von den Fettsaéuren befreite schwefelsaure Lésung wurde mit 
Tierkohle entfarbt, stark konzentriert und mit Natriumbicarbonat neu- 
tralisiert. Beim Versetzen mit Jodjodkalilésung fiel ein reicher Niederschlag 


1 Denigés, C. r. de l’Acad. de sciences 148, 570, 1909. 
2 P. N. van Eck, Pharm. Weekblad 62, 365, 1925. 














420 H. Magistris u. P. Schafer: 


aus, der sich jedoch bald wieder zu einem Ol verfliissigte und auch nac} 
Zusatz von iiberschiissigem Jod nicht kristallinisch erstarren wollte. Di, 
Alloxanprobe war positiv, da eine wasserige Lésung der Basenchlorhydrat. 
mit einer gesittigten wasserigen Lésung von Alloxan beim vorsichtigen 
Abdampfen auf dem Wasserbad eine schéne rosaviolette Farbung gab, 
die nach dem Hinzufiigen von Alkalien in ein Blauviolett umschlug. Da 
aber auch diese Reaktion nicht spezifisch fiir Cholin ist, sondern auch von 
EiweiBkérpern und Ammoniak gegeben wird, wurde die Probe auf Cholin 
noch scharfer gestaltet. Die Basenchloride wurden mit absolutem Alkoho! 
extrahiert, wodurch eine Trennung von eventuell vorhandenen Betainen 
durchgefiihrt wird. Diese Lésung wurde eingedampft und mit festem 
Alkali erhitzt. Es trat der charakteristische Geruch von Trimethylamin 
auf. Nach Kaufmann erlaubt diese Reaktion auch noch den Nachweis 
von Cholin selbst in den gréBten Verdimnungen!. 

Da ein Teil der Basenchloride zwar in absolutem Alkohol unléslich 
war, aber dennoch mit Phosphorwolframséure und Goldchloridlésung 
Niederschlage gab, so mu8B auf die Gegenwart einer zweiten Base geschlossen 
werden, die allerdings nicht bestimmt werden konnte. 

Die Fraktion enthielt noch Kohlehydrate, anorganischen und 
organischen Phosphor; sonderbarerweise konnte aber kein Glycerin nach- 
gewiesen werden. Da die zur Untersuchung vorliegenden Mengen viel zu 
gering waren, kann nicht entschieden werden, ob es sich vielleicht um ein 
Glucophosphatid gehandelt hat, bei welchem an Stelle des Glycerins Kohle- 
hydrate eingetreten sind. Sollte dieser Befund aber durch spatere Unter- 
suchungen bestatigt werden, so wiirde die Ausfillung des Phosphatids 
mit Bariumsulfat ein Gemisch verschiedener Phosphatide darstellen, 
deren Trennung eben durch die weitere Fraktionierung mit Alkohol und 
Methylacetat méglich ware. 

Jedenfalls konnten auch in dieser in Methyiacetat unléslichen Fraktion 
charakteristische Spaltungsprodukte eines Phosphatids  sichergestellt 
werden, doch soll die Frage einstweilen offen bleiben, ob es sich um einen 
eigenen chemischen Kérper handelt. 


b) Die inMethylacetat lésliche Fraktion. 


Das klare, gelbe Filtrat nach der Fillung mit Methylacetat wurde 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Die zuriickbleibende 
Masse farbte sich an der Luft ganz dunkel. Sie wurde in der tiblichen Weise 
mit 3%iger Schwefelsiure gespalten. Die mit Ather abgetrennten Fett- 
séuren konnten nicht rein erhalten werden. Der kleine Teil von unverseif- 
baren Bestandteilen, der in der bereits vorher beschriebenen Weise erhalten 
worden war, gab weder Liebermannsche noch Moleschottsche Reaktion. 
Es bestand aus kérnigen Aggregaten. 

Die schwefelsaure Lésung nach der Entfernung der Fettsaiuren wurde 
eingedampft und der Riickstand mit 95 %igem Alkohol extrahiert. 

Die zuriickbleibende Masse gab keine Reaktionen auf Kohlehydrate. 
Phosphor und Stickstoff konnten darin nachgewiesen werden. Dann wurde 
die Masse in Wasser gelést, mit Tierkohle entfarbt, filtriert und tropfen- 
weise mit n/10 Bleiacetatlésung versetzt. Es entstand ein grauweiber 
Niederschlag, der nach Abfiltrieren und Trocknen starke P-Reaktion 
mit Ammonmolybdat und Magnesiamixtur gab und mit saurem Kalium- 


1 Kaufmann und Vorldnder, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 48, 2735, 1910. 
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sulfat erhitzt den typischen Geruch nach Akrolein lieferte. Der Pb-Nieder- 
schlag stellte demnach offenbar das Pb-Salz der Glycerinphosphorsaéure dar. 

Die alkoholischen Ausziige wurden mit starker Salzséiure angesiduert, 
wobei ein Niederschlag ausfiel, von dem abfiltriert wurde, ttber Tierkohle 
entfarbt und eingedunstet. Im Riickstand konnte freies Glycerin nach- 
gewiesen werden. Die Reaktion auf Phosphor war nicht deutlich, jene 
auf Stickstoff aber stark positiv. Die Farbenreaktion mit Alloxan war 
ausgepragt. Einige Tropfen der alkoholischen Lésung zeigten mit ge- 
sittigter Alloxanlésung eine rotviolette, nach Versetzen mit KOH blau- 
violette Farbe. 

Mit Phosphorwolframséure, gesaéttigter Sublimatlésung, Gerbséure, 
Brom und Kaliumquecksilberjodid traten Fallungen ein. Letztere zeigte 
unter dem Mikroskop schén ausgebildete, ziemlich lange Prismen. Diese 
Kristallisationsform ist zwar fiir Cholin charakteristisch, doch kann das 
Vorhandensein von solchen nicht unbedingt sicher angegeben werden, 
da weder mit Gold- noch auch mit Platinchloridlésung eine kristallinische 
Fallung erhalten werden konnte. Mdéglicherweise wirkte die Gegenwart 
anderer Stoffe stérend. ‘ 

Vielleicht handelt es sich bei den einzelnen hier besprochenen Phos- 
phatidfraktionen nur um jenen Teil, der der Fallung mit Methyl-Athyl- 
alkohol-Aceton entgangen war; vielleicht haben wir es auch mit einem 
eigenen Phosphatid zu tun. In erster Linie miiBte eine Bestimmung des 
P: N-Verhialtnisses der einzelnen Fraktionen erfolgen. Ebenso ware auf 
die Anwesenheit bzw. Verschiedenheit der Kohlehydrate und Basen in 
den Fraktionen gréBtes Augenmerk zu _ richten. Eine entsprechende 
quantitative Aufarbeitung der hier nur qualitativ untersuchten Fraktionen 
ist von uns bereits in Angriff genommen worden, doch verzégern sich die 
Arbeiten infolge der miihsamen und langwierigen Herstellung der Praparate, 
bei welcher unbedingt héhere Temperaturen, Licht und Sauerstoff aus- 
zuschlieBen sind. 


3. Das Filtrat nach den Fillungen mit Methyl-Athylalkohol-Aceton und 
Caleium-(Barium-)chlorid. 


Die im Vakuum stark konzentrierten Filtrate hatten rote Farbe, 
waren aber vollkommen klar. Bei den Filtraten nach der Fallung mit 
Bariumchlorid wurde das tiberschiissige Ba mit 1 °/,iger Schwefelsaure 
entfernt. Das iiberschiissige Ca wurde zum Teil durch vorsichtigen 
Zusatz von Oxalsdurelésung beseitigt, zum Teil auch in der Lésung 
belassen. Die Spaltung wurde in den vereinigten Filtraten vorgenommen. 


Es ist auch hier nicht méglich, die Frage zu beantworten, ob es sich 
in dieser sogenannten ,,Restfraktion’ iiberhaupt um ein regulires Phos- 
phatid handelt. Es ist zu bedenken, da®8 sich in dieser Fraktion auch 
eventuelle Spaltungsstiicke anderer bereits isolierter Phosphatide finden 
muBten, die ein in dieser Fraktion vorhandenes neues Phosphatid ,,ver- 
unreinigen‘‘ wiirden. Als erschwerend fiir die Beantwortung dieser Frage 
ist auch die Tatsache anzufiihren, daB es trotz der verschiedensten Versuche 
bisher nicht gegliickt ist, durch Salzfallung oder ein organisches Lésungs- 
mittel das in der Restfraktion anwesende Phosphatid zu fixieren und so 
der quantitativen Erimttlung zuzufiihren. Abhnliche Verhaltnisse lagen 
auch bei der Untersuchung der Phosphatide aus Aspergillus oryzae vor, 
worauf Grafe und Magistris (1. c.) schon damals hingewiesen hatten. 
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Es gelang wohl, mit neutralem Bleiacetat eine Fallung zu erzielen, 
doch zeigte die Analyse dieses Niederschlags, daB derselbe zum GroBtei! 
aus anorganischen Salzen bestand. Die bekannten Spaltungsprodukte 
eines Phophatids konnten — auBer Kohlehydraten und Spuren einer Base, 
die Cholin gewesen sein diirfte — in diesem Niederschlag nicht aufgefunden 
werden. Es wurde daher in den weiteren Versuchen von einer Ausfallung 
mit Bleiacetat wieder abgesehen und die gesamte Restfraktion analysiert. 
Die Menge der aufgefundenen Spaltungsprodukte laBt es aber nicht wahr- 
scheinlich erscheinen, da dieselben alle einem Phosphatid entstammen 
diirften; es mu8 entweder die Gegenwart nichtphosphatidartiger Stoffe 
oder die Anwesenheit mehrerer Phosphatide ins Auge gefaBt werden. 

Auch anorganische Stoffe finden sich in dieser Restfraktion in nicht 
unbetrachtlicher Menge. Ca und Ba waren reichlich zugegen, besonders 
natiirlich ersteres, da, wie bereits erwahnt, in einigen Filtraten das Fallungs- 
mittel (CaCl,) nicht entfernt worden war. In gréBerer Menge waren auch 
K und Mg anwesend. In kleiner Menge oder in Spuren konnten Fe, Na, 
Cu und Zn nachgewiesen werden. 

Spaltung mit 3%iger Schwefelsdure. Zu der stark konzentrierten 
Lésung wurde so viel Schwefelsaéure hinzugefiigt, bis die Lésung 3% davon 
enthielt. Die Hydrolyse wurde in der bereits mehrfach beschriebenen 
Weise durch zehnstiindiges Kochen durchgefiihrt. Dann wurde die triibe 
Lésung von einem voluminésen dunklen Niederschlag abfiltriert und 
dieser so lange mit Wasser und dann mit heiBem Alkohol behandelt, als 
noch etwas in Lésung ging. Der unlésliche Rest, der wohl gréBtenteils 

‘ aus Huminsubstanzen bestanden hat, wurde nicht weiter untersucht. Die 
schwefelsaure Lésung wurde mit Ather ausgeschiittelt, so lange eine Probe 
desselben beim Abdunsten noch ein Residuum gab. Der vorhin erwahnte 
alkoholische Auszug wurde abgedampft und der Riickstand mit Ather 
extrahiert. Alle atherischen Lésungen wurden darauf vereinigt, mit Wasser 
bis zum Verschwinden einer sauren Reaktion gewaschen, mit Natrium- 
sulfat getrocknet und die Fettséuren wie friiher aufgearbeitet. 


Die feste Fettsiure erwies sich als Palmitinsdure. Aus einem Teil 
der abgedunsteten Atherausziige kristallisierte nach mehrwéchigem 
Stehen im Exsikkator eine Substanz aus, die durch ihre Léslichkeit 
in Wasser: von den Fettsiuren abgetrennt werden konnte. Die in 
Blattchen kristallisierende Substanz, die leicht in Wasser, Ather und 
Alkohol léslich war, wurde wiederholt aus Alkohol umkristallisiert 
und dann der Analyse zugefiihrt. 

Die Substanz schmolz bei 96,5 bis 97° und verfliichtigte sich bei 200°. 

4,422 mg Substanz gaben bei der Mikroanalyse nach Pregl 


2,21 mg H,O, entsprechend 5,59% H und 
7,316 ,, COs, o» 45,12% C. 


Die Substanz enthielt weder P noch N und hatte Saurecharakter. 
Es wurde deshalb das Silbersalz dargestellt, umkristallisiert und im 
Vakuum getrocknet. 

0,0948 g Substanz gaben0,0779 g AgCl, entsprechend = 61,86 °,, Ag. 
Diese Werte stimmen recht gut fiir eine Saure von der Formel C;H,0,, 
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fir die sich 45,43°% C und 6,12°, H berechnen. Fiir das Ag-Salz 
(;H,0,Ag, ergeben sich 62,49°%, Ag. 

Es handelt sich also um eine zweibasische Siiure aus der Reihe der 
srenzweinsauren. Es ist offenbar Glutarsaure, die nach Carette! als 
Spaltungsprodukt der Olséure auftritt. 

Die fliissigen Fettsiuren gaben die Elaidinreaktion. Da aber die 
Jodzahl fiir Olsiiure viel zu hoch war, lag demnach ein Gemisch vor. 
Deshalb wurde die Masse der fliissigen Fettsiuren in Ligroin gelést 
und mit Brom unter Kiihlung behandelt. Das Bromierungsprodukt 
wurde nach mehrstiindigem Stehen abfiltriert. Die wohl ausgebildeten 
Kristalle hatten den Schmelzpunkt 113 bis 113,5°. Die Kristallmasse 
wurde mit Zn und Methylalkohol unter RiickfluBkiihlung gekocht, 
dann tropfenweise mit methylalkoholischer Salzsiure versetzt und wieder 
gekocht. Es schied sich beim Erkalten ein 0] aus, das mit Petrolither 
ausgeschiittelt wurde. Die Petrolatherschicht wurde mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und schlieBlich der Petrolaither abdestilliert. Der 
zuriickbleibende Methylester der Fettsaure wurde mit alkoholischer 
NaOH versetzt und 24 Stunden stehengelassen. Dann wurde die 
Masse in Wasser gelost, mit HC] angesiuert, die freie Fettsiure mit 
Petrolather ausgezogen und die Lésung gewaschen und getrocknet. 
Nach dem Abdestillieren resultierte ein Ol, von dem die Jodzahl be- 
stimmt wurde. 

0,1496 g Substanz verbrauchten 0,2768g J, entsprechend der 
Jodzahl 185,0. 

Nach diesen Resultaten ist also die eine fliissige Fettsiure Linolsdure 
gewesen, da diese Siure die Jodzahl 181,4 hat und der Schmelzpunkt 
des Linolséucetetrabromids 114 bis 115° ist. 

Die zweite fliissige, Fettsiiure war Olsdwre, die a1Ber an der Elaidin- 
reaktion auch an der Reaktion von Manea? erkannt werden konnte. 
Da die Jodzah] 125 ergab, wihrend sich fiir Olsiure nur 90,07 berechnen, 
so war die Olsaure offenbar noch durch eine andere Siure verunreinigt. 

Die schwefelsaure Lésung nach Entfernung der Fettsaiuren wurde 
auf zwei verschiedene ‘Arten aufgearbeitct. 

Ein Teil der schwefelsauren Lésung wurde bis zu einem zahen Sirup 
konzentriert und dieser mit 95°%igem Alkohol erschépfend extrahiert. 
Die alkoholische Lésung wurde mit Tierkohle entfarbt, eingedunstet und 
abermals mit Alkohol aufgenommen. Das klare Filtrat wurde mit Soda 
schwach alkalisch gemacht und mit nach Kraut bereitetem Jodwismut- 
kalium gefallt. Der graubraune Niederschlag der Cholinfraktion wurde 


nach zwolfstiindigem Stehen abfiltriert und nicht weiter untersucht. Das 
Filtrat wurde mit Salzséure angeséuert, worauf mit Jodwismutkalium 


1 Carette, Bull. de la Soc. chim. 45, 270, 1886. 
2 Manea, Chem. Centralbl. 1908, II, 1703. 
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neuerlich eine Fallung entstand. Der Niederschlag hatte rote Farbe und 
flockige Beschaffenheit. Nach dem Absaugen stellte er ein mehliges Pulve: 
dar. Er wurde in einer Reibschale mit Silbercarbonat verrieben und filtriert. 
Das Filtrat wurde mit HCl versetzt, wobei ein Niederschlag von Ag (’ 
ausfiel. Dieser wurde entfernt, die Lésung iiber Tierkohle gereinigt und bis 
zur Trockne eingedunstet. Die Masse wurde mit Alkohol aufgenommen, 
wobei ein kleiner Teil ungelést blieb. Die alkoholische Lésung wurde im 
Vakuumexsikkator der Kristallisation iiberlassen. Das Hydrochlorid 
kristallisierte in langen Biischeln und vereinzelten flachen Platten; es wai 
fast farblos und sehr hygroskopisch. Das Chlorid wurde in verdiinntem 
Alkohol gelést und die Lésung mit Goldchlorid versetzt. Der wolkige 
Niederschlag wurde beim Riihren kristallinisch. Unter dem Mikroskop 
waren Prismen zu erkennen. Die Ausbeute war sehr gering. 

Das Chloraurat hatte den Schmelzpunkt 275 bis 276°. Das Hydro- 
chlorid schmolz unscharf unter Zersetzung bei etwa 239°. 

Das mehrmals umkristallisierte Chloraurat lieferte bei der Analyse 
folgende Zahlen: 

5,58 mg Substanz gaben 2,62 mg CO,, entsprechend 12,81 °% C und 

1,46 mg H,O, entsprechend 2,92°% H; 
0,0989 g Substanz gaben beim Gliihen 0,0423 mg Au, entsprechend 
42,77% Au; 

7,848 mg Substanz gaben 0,25 mg N, entsprechend 3,18 % N. 

Diese Werte stimmen fiir eine Substanz von der Forme] C;H,, NO, 
. HCl. AuCl,, fiir die sich 13,13 % C, 2,64° H, 43,14°% Au, 31,03°, 
Cl und 3,06°, N berechnen. 

Die Formel der freien Base wiire C,;H,,NO,, was mit Betain iiber- 
einstimmt. Dennoch kann es sich nicht um dieses gehandelt haben, 
obwoh] Stanek! solches aus Bohnen isolieren konnte. Der Schmelzpunkt 
des Betainchloraurats ist 233°, wihrend das Chloraurat unserer Sub- 
stanz um 40° héher schmolz. Ferner ist Betainhydrochlorid in ab- 
solutem Alkohol unjéslich, wihrend unser Chlorhydrat auch in ab- 
solutem Alkohol léslich war. SchlieBlich gab die Base, mit Ca(OH), 
erhitzt, deutlichen Pyridingeruch, was sie unbedingt vom Betain 
unterscheidet. Mit Bromwasser, Platinchlorid und Sublimat konnten 
keine Niederschlige der Base erhalten werden. Die wiisserige Lésung 
lost kein Kupfercarbonat und liefert keine Farbenreaktion mit Eisen- 
salzen. Die Fichtenspanreaktion war deutlich. Die Forme] der Base 
ist jedenfalls mit dem Betain isomer und die Substanz ist vielleicht 
ein Dioxypiperidin. Sie diirfte iibrigens mit einer anderen Substanz 
zusammen in dieser Fraktion zugegen gewesen sein, da die Mutterlauge 
der Basenchloride Mérners Probe auf Tyrosin gab?. Mit Formaldehyd 
und Schwefelsiure erwarmt, trat Griinfarbung ein. Ein aus dem Gold- 
chlorid hergestelltes Hydrochlorid gab dann diese Reaktion nicht mehr. 


1 V. Stanek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 402, 1911. 
2 Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb., 8. 301. 
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Der Hauptteil der schwefelsauren Lésung nach dem Ausathern der 
Fettséuren wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Sie wurde mit 
Phosphorwolframsaure gefallt, der Niederschlag gewaschen und mit Baryt 
zerlegt und das mit Salpeterséiure neutralisierte Filtrat davon eingeengt. 
Daraufhin wurde eine konzentrierte wasserige Lésung von AgNO, so 
lange zugesetzt, bis ein Tropfen der klaren Lésung, mit einer gesattigten 
Barytlésung versetzt, nicht mehr eine weibe, sondern eine braune Fallung 
von Silberoxyd erzeugt. Der Niederschlag der Purinbasen war auBerst 
gering und wurde deshalb nicht weiter untersucht. Nun wurde die salpeter- 
saure Lésung mit Baryt zur neutralen Reaktion gebracht, Bariumcarbonat 
im Uberschu8 zugegeben und aufgekocht. Auch dieser, der Histidin- 
fraktion entsprechende Niederschlag war minimal. Er wurde abfiltriert 
und verworfen. Das Filtrat wurde mit konzentrierter Barytlauge versetzt, 
wobei ein dichter, flockiger Niederschlag ausfiel, der der “Darstellungsweise 
nach aus Argininsilber bestehen sollte. Diese Silberverbindung wurde 
in schwefelsaurer Lésung mit H,S zerlegt und die Base in das Carbonat 
iibergefiihrt, dessen weitere Reinigung durch die Darstellung des Pikrats 
erfolgte. Das Pikrat wurde endlich mit Nitron zersetzt und die freie Base 
im Vakuumexsikkator der Kristallisation tiberlassen. Selbst nach mehr- 
wéchigem Stehen konnte indessen auch unter dem Mikroskop keine Bildung 
von Kristallen beobachtet werden. Die fast farblose Masse war leicht 
léslich in Wasser, schwerer in Alkohol und drehte in saurer Lésung deutlich 
nach rechts. Mit Naphtholgelb (,,Flavianséure‘‘) entstand eine Fiallung. 
Nach Kossel und Gross') ist diese Fallung fiir das Farbstoffsalz des Arginins 
charakteristisch. Die von Harden und Norris angegebene Reaktion? war 
nicht deutlich. Eine Probe der Substanz, mit einer 1 %igen Diacetyllésung 
versetzt, gab nur eine schmutzig-griin-blaue Farbe, wahrend dié¢ Kontrolle 
mit reinem Arginin eine tief violette, fluoreszierende Farbung annahm. 
Ubrigens ist diese Reaktion auch nicht spezifisch, da sie von allen Sub- 
stanzen, die die Gruppe H,N .C(NH).NH.R enthalten, gegeben wird. 

Ebenso war auch die Reaktion mit a-Naphthol in alkalischer Lésung 
und nachherigem Zusatz von Natriumhypochlorit, die bei Anwesenheit 
von Arginin eine rétliche Farbung geben soll und nach Sakaguchi*® sehr 
empfindlich ist, nicht deurlich zu erkennen. Da ein elementaranalytischer 
Nachweis durch die kleine Ausbeute und den geringen Reinheitsgrad der 
Substanz unmdéglich gemacht war, kann nicht mit Sicherheit entschieden 
werden, ob hier tatsachlich Arginin vorlag. 

Das Filtrat nach der Basenfallung mit Silbernitrat und Baryt wurde 
mit Schwefelsiure vom Ba befreit, das BaSO, mit heiBem Wasser aus- 
gekocht und der Auszug mit der Lésung vereinigt. Dann wurde das Silber 
mit Salzséiure beseitigt und das Filtrat vom Ag Cl stark eingeengt und zum 
zweitenmal mit Phosphorwolframséure ausgefallt, der Niederschlag nach 
dem Waschen mit 3%iger H,SO, mit Baryt zerlegt und die filtrierte und 
vom iiberschiissigen Ba befreite Basenlésung mit starker Salzsiure ein- 
gedunstet. Der im Vakuum getrocknete Riickstand der Basenchloride 
wurde darauf mit absolutem Alkohol ausgezogen, wobei bis auf einen 


1 A. Kossel und E. Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 167, 1924. 
2 Harden und Newle, Journ. of physiol. Chem. 42, 332, 1911. 
3 Sakaguchi, Journ. of Biochem. 5, 13, 1925; C. r.del’ Acad. des sciences 
25 (II), 1547; zitiert nach Edlbacher, Die Strukturchemie der Aminosauren 
und EiweiBkérper 1927. 
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ganz kleinen Teil, der hauptséchlich aus anorganischen Stoffen bestand, 
alles in Lésung ging. In dem Ungelésten mute eventuell vorhandenes 
Betain zugegen gewesen sein, doch wurde die ganz geringe Menge von 
uns nicht weiter untersucht. Die alkoholische Lésung wurde mit Tier- 
kohle entfirbt und zur Trockene gebracht, dann abermals mit absolutem 
Alkoho! extrahiert und die Basenchloride schlieBlich in das Platinsalz 
iibergefitihrt. Dieses kristallisierte in orangeroten Tafeln, die unter dem 
Mikroskop dachziegelartigen Aufbau zeigten. Das Platinchlorid zeigte 
einen Dimorphismus, der nach Kaufmann und Vorldnder (1. ¢.) fiir Cholin- 
platinchlorid charakteristisch ist. Lést man némlich das aus alkoholischer 
Lésung erhaltene regulére Salz in Wasser, so erhalt man beim Einengen 
das monokline Salz, das sich unter dem Polarisationsmikroskop durch 
starke Doppelbrechung von dem reguliren Salz unterscheidet. Letzteres 
kann dann durch Umkristallisieren aus absolutem Alkohol wieder in das 
regulire Salz zuriickverwandelt werden. Die Ermittlung des Pt-Gehalts 
bewies, da es sich tatsaichiich um Cholinchloroplatinat gehandelt hat. 

0,1896 g Substanz gaben beim Gliihen 59,3 mg Pt = 31,28°, Pt. 

Fiir (C,;H,,NOCI),PtCl, berechnen sich 31,62 °, Pt. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframsiurefallung wurde mittels 
Baryt von den anorganischen Sauren (Schwefelsiure, Phosphorsiure, 
Phosphorwolframsiure) befreit, der iiberschiissige Baryt durch CO, 
entfernt, das Filtrat iiber Tierkoble gereinigt und stark eingeengt. 
Es reduzierte nur schwach die Fehlingsche Lésung; gréBere Menger 
von Kohlehydraten konnten also nicht zugegen gewesen sein. Dafiir 
enthielt es reichlich Stickstoff. Die Lésung wurde nun mit einem 
UberschuB von 95 *,igem Alkohol versetzt, die dabei entstehende 
grobflockige weife Fillung abfiltriert und mit Alkohol und Ather ge- 
waschen. 

Nach dem Trocknen stellte sie ein graues Pulver dar, das in Wasser 
schwer léslich war. Mit saurem Kaliumsulfat erhitzt, gab es deutlichen 
Geruch nach Acrolein; es enthielt P und N, reduzierte schwach die 
Fehlingsche Lésung und stellte demnach offenbar das Bariumsalz der 
Glycerinphosphorsaiure dar, da mit Schwefelsaure eine Fallung von 
BaSO, auftrat. 

Das Filtrat der Alkoholfallung wurde von diesem befreit und zwecks 
weiterer Reinigung mit Bleiessig gefiallt. Hier wurde noch ein Teil der 
Glycerinphosphorsiure niedergeschlagen. Schon T'rier' erwahnte bei der 
Untersuchung von Eilecithin, daB ein Teil der Glycerinphosphorsiure 
durch die Behandlung mit Kohlensaure bei Gegenwart der alkoholischen 
Basen (Cholin, Colamin) an diese gebunden wird und der Alkohol- 
fillung entgeht. Das Filtrat der Bleiessigfallung wurde mit H,S entbleit, 
dann konnte noch etwas Cholin durch Fallen mit alkoholischer Sublimat- 
lésung entfernt werden. Nach Beseitigung des Hg wurde auf 50 ccm 


1G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 141, 1913. 
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konzentriert und mit Phosphorwolframsaure gefallt. Die aus dieser 
Fillung regenerierten Basen wurden mit starker Salzsiure eingedunstet 
und mit Goldlésung versetzt. Es entstand in minimaler Menge ein 
amorpher Niederschlag, der nicht zur Kristallisation gebracht werden 
konnte. Er wurde deshalb in das Hydrochlorid zuriickverwandelt, 
doch war auch dieses unrein, da es noch Aschenbestandteile enthielt. 
Eine weitere Reinigung konnte infolge der geringen Ausbeute nicht 
vorgenommen werden. Beim Versetzen des mit Wasser aufgenommenen 
Basenchlorids mit Natriumnitrit und Ehrlichs Reagens (2° ige alko- 
holische p-Dimethylaminobenzaldehydlésung -- verdiinnter Salzsiure) 
trat unter Gasentwicklung eine Gelbfarbung auf, die auch beim Er- 
wirmen und beim Zusatz von Ammoniak und Lauge nicht verschwand. 
Diese Reaktion ist fiir Colamin charakteristisch und stellt somit den 
Nachweis dieses Aminoalkohols auch in dieser Phosphatidfraktion dar. 

Als Spaltungsprodukte der ,,Restfraktion’‘ waren also gefunden 
worden: 

Fettséuren: Palmitinsdure, Olsdure, Linolséure. 

Basen: Eine mit Betain isomere Base, die vielleicht ein Dioxy- 


piperidin war, Cholin, Colamin. 


Glutarsdéure, Glycerinphosphorsdure, Kohlehydrate und Arginin (?). 


Il, Die Lecithide aus der Ackerbohne. | 

Wir richteten unser Interesse vor allem darauf, jene Komponenten 
des Phosphatidmolekiils zu finden, die bei der wenig schonenden Dar- 
stellungsweise am ehesten der Abspaltung anheimfallen. Bei der Dar- 
stellungsweise der Lecithide folgten wir jenen Methoden, die von der 
Schulzeschen Schule! ausgebildet worden waren und bei der Gewinnung 
von Pflanzenlecithiden durch verschiedene Autoren gute Dienste geleistet 
hatten®. Es wurden mehrere Verfahren zur Anwendung gebracht und es 
zeigte sich dabei, daB auch bei der Verwendung von nur organischen 
Lésungsmitteln je nach der Art der Extraktion Lecithidpraparate von 
wechselnder Zusammensetzung erhalten werden. Die Spaltung des Phos- 
phatidmolekiils diirfte vielleicht tiberhaupt nicht in einheitlicher Weise 
erfolgen, sondern je nach dem zur Anwendung gelangenden Lésungsmittel 
an verschiedener Stelle stattfinden. 

In einer Vorprobe wurde zunichst etwa 1 kg Bohnenmehl mit 6 Liter 
95%igem Alkohol am Wasserbad bei 60 bis 70° durch 20 Stunden extrahiert, 
wobei nach der halben Zeit das Lésungsmittel erneuert wurde. Eine ein- 
greifendere Spaltung hofften wir so durch Vermeiden der Siedetemperatur 
des Lésungsmittels hintanhalten zu kénnen. Von einer vorherigen Ent- 
fettung des Bohnenmehls glaubten wir wegen des geringen Rohfettgehalts 


1 E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 54, 1907; 55, 338, 1909; 
60, 155, 1909: 71, 174, 1911. 

2 E. Winterstein, ebendaselbst 58, 500, 1909; Abderhaldens Handb. d. 
biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teil 6, S. 129; G. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 86, 1, 1913; 86, 153, 1913. 
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der Leguminosen absehen zu diirfen. Die gelb gefairbte und triibe alkoho!i- 
sche Lésung wurde filtriert und bei héchstens 70° Badtemperatur ein- 
gedunstet. Es schieden sich hierbei mehrmals dunkle Zersetzungsprodukte 
aus, von denen abfiltriert wurde. Der braune schmierige Riickstand wurde 
abwechselnd mit Ather und Wasser behandelt. Nach dem Kléren wurde 


die wisserige Schicht von der Atherlésung im Scheidetrichter abgezogen. 
Erstere enthielt P und N; offenbar waren noch geringe Mengen von wasser- 
léslichen Phosphatiden zugegen. Die atherischen Schichten wurden wieder- 
holt mit Wasser ausgeschiittelt, wobei die auftretenden Emulsionen durc) 
Zusatz von Kochsalz und etwas Alkohol beseitigt werden konnten. Nach 
Filtrieren und Trocknen der Atherlésung iiber gegliihtem Natriumsulfat 


wurde das Lésungsmittel abgedunstet und der erhaltene Riickstand zur 


Entfernung des Fettes mit Aceton behandelt. Dann wurde der Riickstand 
in wenig Ather gelést und mit der sechsfachen Menge Aceton versetzt. 
Es schied sich eine weiBe, grobflockige Fiallung aus, die sich beim Umriihren 
bald gut und vollstindig absetzte. Nach dem Abdekantieren der iiber- 
stehenden klaren Lésung wurde der Niederschlag nochmals in Ather gelést 
und mit Aceton wieder ausgefillt. Die Filtration mute im Kohlensaure- 
strom vorgenommen werden, da die Fallung sich als sehr oxydabel erwies. 
Trotzdem konnte eine Verfairbung nicht ausgeschlossen werden, besonders 
da die Filtration langere Zeit dauerte, da die zihe, stark klebrige Masse 
nur schwer von aller Fliissigkeit zu trennen war. Nach dem Trocknen im 
Vakuumexsikkator stellte das Priparat eine braune, viskose Masse dar, 
die in Alkohol, Ather und Chloroform leicht léslich war, unléslich dagegen 
in Wasser, von dem sie sich auch nicht benetzen lieB, und in Aceton. 

0,1284 g Substanz verbrauchten bei der P-Bestimmung nach Newmann 

9,25 cem n/10 NaOH, entsprechend 2,05 mg P = 1,59%, P; 

0,4463 g Substanz gaben bei der Kjeldahl-Bestimmung 3,97 mg N 

= 0,89% N. 
Die Werte stellen das Mittel aus je zwei Bestimmungen dar. 

2,2974g¢ Substanz wurden mit 3%iger Schwefelsiure 8 Stunden 
hydrolysiert. Der Riickstand enthielt 0,002 99 g N = 14,62 °% des Gesamt-N. 

Die Gesamtmenge der erhaltenen Fettsaéuren betrug 1,147 g = 49,97 °%. 
Das Filtrat der Fettsiuren wurde auf 80 cem gebracht: 

20 cem:gaben 0,0043g Gesamtstickstoff = 84,12°% des Gesamt-N. 

20 cem gaben (nach van Slyke) 0,92 mg Aminostickstoff = 0,16 %. 

Gesamt-N: Amino-N = 5,69: 1. 

20 cem verbrauchten bei der Zuckerbestimmung nach Bertrand 12,95ccem 
K Mn O, (1 cem K Mn O, = 9,87 mg Cu) 12,95 cem = 127,8 mg Cu = 62,84mg 
Glucose = 10,94% Glucose. 

Wie die vorstehenden Analysenresultate zeigen, wurde bei dieser 
Darstellungsart ein Praparat erhalten, das auch nicht annahernd dem 
Lecithin gleicht. Der Stickstoffgehalt zeigt sogar eine Ahnlichkeit 
mit dem wasserléslichen Priparat der Alkohol-Acetonfallung. 

Es wurde von uns daher ein anderes Verfahren fiir die Gewinnung 
der Lecithide zur Anwendung gebracht, das sich weniger schonend 
darstellt als das erste. 


Das Bohnenmehl wurde durch 8 Stunden mit einem Gemisch von 
Methylalkohol und Benzol extrahiert. Der dunkelbraun gefirbte Auszug 
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wurde zur Trockene abgedampft, wobei er sehr stark schiumte. Der Sirup 
wurde mit Ather extrahiert und die atherische Lésung durch wiederholtes 
Ausschiitteln mit Wasser von wasserléslichen Stoffen gereinigt. Dann 
wurde die Atherlésung getrocknet und stark konzentriert. Beim Versetzen 
mit Aceton fiel ein dunkel gefarbter Niederschlag aus, der, wie eine Probe 
bei der Verarbeitung zeigte, noch freie Fettsiuren enthielt. Er wurde 
deshalb wiederholt mit Aceton behandelt, bis dieser beim Abdunsten keinen 
Riickstand mehr hinterlie3. Nun wurde abermals in Ather gelést und mit 
Aceton gefallt. 

Das Priiparat war sehr dunkel; auch zeigte es nicht die Konsistenz 
des ,.Lecithins‘‘, sondern war mehr fliissig. Die Analyse ergab: 

0,2759 g Substanz verbrauchten (Mittel aus zwei Bestimmungen) 

23,25 ccm n/10 NaOH, entsprechend 5,15 mg P = 1,86% P, 

0,3002 g Substanz gaben (Mittel aus zwei Bestimmungen) 3,69 mg N 

= 1,23% N. 

3,690 g Substanz wurden mit 3 °..iger Schwefelsdure durch 6 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Von den Fettsiuren wurde abfiltriert und diese 
gewaschen; sie enthielten 0,00477 g N = 10,51°, des Gesamt-N. 

Das Filtrat wurde auf 100 ccm gebracht: 

20cem gaben 1,55mg Amino-N = 0,21°% Amino-N, 

20cem verbrauchten 14,35cem KMn0Q,, entsprechend 141,64 mg Cu 

= 69,64 mg Glucose = 9,42 % Glucose. 

36,74 g des Praparats wurden durch 8 Stunden mit 3°, iger Schwefel- 
siure hydrolysiert. Die Fettsauren wurden in bekannter Weise durch 
Ausitthern gewonnen und der Abdunstungsriickstand dor gewaschenen 
und getrockneten atherischen Lésung mit den bei der Hydrolyse aus- 


geschiedenen, ebenfalls mit Ather aufgenommenen und _ gereinigten 
Fettsauren vereinigt. Die Trennung der gesattigten von den un- 
gesittigten Fettsiuren erfolgte durch die verschiedene Léslichkeit ihrer 
Bleiseifen in Ather. 


Etwa 15g Fettsaiuregemisch wurden mit 100'cem alkoholischer 
NaOH am Wasserbad erwarmt, dann wurde verdiinnt und mit Essig- 
siiure genau neutralisiert. Nach Verjagen des Alkohols wurde in heibem 
Wasser gelést und mit einer neutralen Lésung von 10g Bleiacetat in 
100 cem 50°%,igen Alkohols gefallt. Die iiberstehende Lésung wurde 
nach dem Erkalten abgegossen und die Bleiseifen im Leuchtgasstrom 
setrocknet. Die Seife der ungesittigten Fettsiuren wurde nun in 
Ather gelést, in einen Scheidetrichter filtriert und zur Zersetzung der 
Bleisalze mit verdiinnter HCl] behandelt. Die wasserige Schicht wurde 
darauf abgezogen und die atherische gut mit 5°,iger NaOH durch- 
geschiittelt. Durch Zusatz von etwas Alkohol konnte eine vollstandige 
Trennung der beiden Schichten erzielt werden. Die ungesattigten 
‘ettsiuren gehen in die alkalische Lésung tiber, wahrend das Un- 
verseifbare in der atherischen Lisung zuriickbleibt. Die erstere wurde 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 28 








430 H. Magistris u. P. Schafer: 


nun stark verdiinnt, mit HCl angesiuert, die Fettsiuren mit Petrolathe: 
ausgezogen, sdurefrei gewaschen und das Liésungsmittel im Vakuum 
abdestilliert. Es hinterblieb ein gelbes 01, das bei der Analyse folgende 
Werte gab: 

0,2749 g verbrauchten 0,0247 g J, entsprechend der Jodzahl 89,85. 

tin Teil wurde in ammoniakalischem Alkohol gelést, durch Fallung 
mit BaCl, daraus das Ba-Salz dargestellt, dieses abfiltriert, gewaschen, 
aus Alkohol umkristallisiert und getrocknet. 

0.2584 g Substanz gaben 0,0855 g Ba SO,, entsprechend 19,47 % Ba. 

Fiir Olsiure berechnet sich die Jodzah] 90,07 und fiir Ba-Oleat 
19,62 %, Ba. 

Die feste Fettsiure konnte durch die Saurezahl 220,4 als Palmitin- 
sdiure (berechnete Saurezah!] 218,9) erkannt werden. 

Die von den Fettsiuren befreite schwefelsaure Lisung wurde mit 
konzentrierter Phosphorwolframsaurelésung gefallt. In der gewaschenen 
und getrockneten Fallung, die 22,53 g wog, wurde nur der Stickstoff 
bestimmt, eine Aufarbeitung aber nicht vorgenommen. 

1,6295 g Substanz ergaben 0,02184 g N = 1,34°%, N. 

Vom Gesamt-N des Praparats pro 1,23 °%, enthielt also der Basen- 
anteil 66,80 %. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsaurefillung enthielt noch immer 
N und reduzierte stark die Fehlingsche Lésung. 

Alle bisher beschriebenen Lecithidpraparate zeigten in ihrer elementar- 
analytischen Zusammensetzung groBe Abweichungen von den fiir ,,theoreti- 
sches Lecithin“ (Palmityloleylglycerinphosphorsaéurecholinester) geforderten 
Werten. Uberdies gestaltete sich auch die Aufarbeitung der Praparate in 
einigen Fallen durch die groBen Verunreinigungen recht schwierig und 
fiihrte nur zu mangelhafter Ausbeute, so daB eine Bestimmung der Spaltungs- 
produkte unméglich vorgenommen werden konnte. 

Es wurde daher schlieBlich eine gréBere Menge Bohnenmehl! nach 
einem Verfahren verarbeitet, das Magistris bei der Darstellung von 
Pankreaslecithin sehr brauchbar gefunden hatte?. 

Das Bohnenmehl wurde mit 95 %igem Alkohol durch 8 Stunden am 
RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad extrahiert. Nach dem Erkalten und 
Filtrieren wurde auf 0° abgekiihlt. Es schied sich eine voluminése Masse 
aus, die abfiltriert wurde und spater gesondert zur Untersuchung kam. 
Zu dem klaren, dunkelgelben Filtrat wurde eine alkoholische Lésung von 
Cadmiumchlorid zugesetzt. Nach zwélfstiindigem Stehen bei 0° wurde 
der Niederschlag abgezogen und mit Alkohol nachgewaschen. Zur Ent- 
fernung nichtlecithinartiger Anteile wurde die getrocknete Fallung zweimal 
aus Athylacetat umkristallisiert. Dann wurde in 80°%igem Alkohol sus- 
pendiert (ein Teil ist leicht léslich, doch wurde dies nicht weiter beriick- 
sichtigt) und Ammoncarbonat eingetragen, bis die Reaktion deutlich 
alkalisch und eine Probe des Filtrats cadmiumfrei ist. Die warm filtrierte 


1 H. Magistris, diese Zeitschr. 210, 85, 1929. 
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Lésung wird unter 0° abgekiihlt, wobei abermals ein geringer Niederschlag 
ausfiel, der verworfen wurde, da er weder P noch N enthielt. Nach langerem 
Stehen bei — 5° schied sich eine schwere Masse ab, welche mit kaltem 
Alkohol-Acetongemisch digeriert wurde. Dann wurde in wenig warmem 
Chloroform gelést, von einem unldéslichen Riickstand abfiltriert und nach 
dem Erkalten mit Aceton gefallt. Der weifbe Niederschlag wurde sofort 
abgesogen und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet, wobei er sich, 
offenbar durch Oxydation, dunkel farbte. 

0,2821 g Substanz verbrauchten bei der P-Bestimmung nach Neumann 

44,00 cem n/10 NaOH, entsprechend 9,75mg P 3,45 P, 

0,1995 g¢ Substanz gaben bei der Kjeldahl-Bestimmung 3,4mg N 

1,70% N. 

3,362 g wurden mit 3°, iger Schwefelsiure durch 6 Stunden unter 
RiickfluBkiihlung gekocht. Nach dem Erkalten wurde der ausgeschiedene 
Niederschlag abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Dann wurde er 
mit einem Alkohol-Athergemisch erschépfend ausgezogen. Der un- 
lisliche Riickstand bestand aus Huminstoffen und anorganischen 
Bestandteilen, unter denen hauptsachlich CaSO, nachgewiesen werden 
konnte. Der Alkohol-Atherauszug wurde zur Trockne gebracht, mit 
Ather aufgenommen und mit jener atherischen Lésung vereinigt, die 
beim Ausschiitteln der schwefelsauren Lésung erhalten worden war. 


Die Atherausziige wurden mit Wasser bis zum Verschwinden einer 


sauren Reaktion gewaschen, getrocknet und der Ather entfernt. 
Die Gesamtmenge der erhaltenen Fettsiuren betrug 1,833 g 
54,52 %. 

Das Filtrat nach Entfernung der Fettsauren wurde auf 100 cem 
gebracht : 

20 cem gaben 0,010 62 Gesamtstickstoff = 1,58°, N. 

Amino-N konnte nicht nachgewiesen werden. 

20 cem verbrauchten bei der Zuckerbestimmung 2.75 cem KMnQ,, 
entsprechend 27,14 mg Cu = 13,34 mg Glucose 1.98%, Glucose. 

Spaltung mit 5°. iger Schwefelsdure. 39,85 g des Lecithidpraparats 
wurden mit 400 cem 5°,iger H,SO, 8 Stunden unter Riickflu8 gekocht. 
Die durch Ausithern von den Fettsiuren befreite schwefelsaure Lésung 
wurde nach Vertreiben des Athers am Wasserbad konzentriert und mit 
Phosphorwolframsaurelisung versetzt. Der entstehende weibe Nieder- 
schlag wurde nach 12stiindigem Stehen abfiltriert und gut mit 5°, iger 
H,SO, nachgewaschen. 

Phosphorwolframsdurefallung. Die im Exsikkator getrocknete, zu 
einem lichtgrauen Pulver verriebene Fallung wog 29,47 g. 

1,5993 g Substanz gaben 25,89 mg N, das ergibt fiir die gesamte 
Phosphorwolframsaurefallung 477,.lmg N. Vom Gesamt-N_ des 
Lecithids (1,70°,) enthalt also der Basenanteil 70,42 °.. 

Die Fallung wurde in der iiblichen Weise mit Baryt zerlegt. In dem 
von iiberschiissigem Baryt befreiten Filtrat konnte weder mit Silbernitrat 

28* 
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noch mit diesem und Baryt ein Niederschlag erhalten werden. Die Lésung 
wurde deshalb mit starker Salzséiure versetzt und eingedunstet. Es schieden 
sich mehrmals dunkle Zersetzungsprodukte aus, von denen abfiltriert 
wurde. Nach dem Trocknen des Abdampfriickstandes wurde dieser mit 
heiBem 95%igem Alkohol aufgenommen, wobei etwas BaCl, ungelést 
blieb. Durch Fallen mit alkoholischer gesittigter Sublimatlésung wurden 
die Hg-Doppelsalze dargestellt, diese aus heiBem Wasser umkristallisiert, 
mit H,S zerlegt und die abfiltrierte Lésung im Vakuum langsam ein 
dunsten gelassen. Die getrocknete Kristallmasse war in absolutem Alkoho! 
mit Ausnahme eines geringen anorganischen Riickstandes zur Gianze léslich. 
Das Hydrochlorid wurde mit Goldchloridlésung gefallt und das Aurat aus 
heiBem Wasser umkristallisiert. 

Schmelzpunkt unscharf bei 266 bis 266,8°. 

0,2006 g Aurat gaben 0,0889 g Au = 44,32°, Au. 

0,1937 g Aurat gaben 0.2470 g AgCI = 31,54°%, Cl. 

Fiir Cholinchloraurat berechnen sich 44,50°,, Au und 32,01°,, Cl 

Aus der Mutterlauge konnte noch eine zweite Kristallisation er- 
halten werden. 

0,1562 g Aurat gaben 0,0694 g Au = 44,43 Au. 

Aus der Mutterlauge der zweiten Kristallisation wurde noch eine 
kleine Menge einer dritten Kristallisation erhalten, die beim raschen 
Erhitzen bei 264 bis 265° schmolz. 

Die Base war demnach bis in die letzte Fraktion reines Cholin. 

Im Filtrat der Quecksilberfallung konnte keine Base nachgewiesen 
werden. 

Filtrat der Phosphorwolframsdurefillung. Das mit den Wasch- 
wassern vereinigte Filtrat wurde auf 300 ccm gebracht. In 50 ccm 
davon waren (Mittel aus zwei Bestimmungen) 15,64 mg N enthalten. 
entsprechend i3,85°, des Gesamt-N. Das Filtrat wurde mit Baryt 
von den anorganischen Sauren und der Phosphorwolframsaure befreit, 
der iiberschiissige Baryt mit CO, beseitigt, dann mit Tierkohle ent- 
farbt und eingedampft. Die iiber Schwefelsiure getrocknete Masse 
wurde mit 95°igem Alkohol in der Wiirme ausgezogen, die mit HCl 
angesiuerte Lésung eingedunstet und der Riickstand mit Wasser auf- 
genommen. Die Lésung gab eine Fallung mit Sublimatlésung und zeigte 
die fiir Cholin charakteristische Perjodidprobe, nimlich braunschwarze, 
an GréBe zunehmende und dann bald verfliissigende Nadeln. Dieses 
Cholin war offenbar der ersten Fallung mit Phosphorwolframsaure 
entgangen. Uberdies zeigte die Lésung eine schwache Reduktion der 
Fehlingschen Lésung. 

Der nach der Extraktion mit Alkohol verbleibende Riickstand, 
in dem sich neben der Glycerinphosphorsiure auch die Kohlehydrate 
befinden muBten, wurde in Wasser gelést, mit Tierkohle entfairbt, auf 
300 cem gebracht und in einem aliquoten Teil der N bestimmt. Es 








ergal 
3,46 | 

] 
mit | 
abge 
wie ¢ 
Riick 
gelés 
kohle 
dreht 
und | 
im I 


Krist 
lange 
Pinz 
Schr 


nach 


gege 


in V 
Alke 
aus, 
stell 
Lis 
Die 
gefi 


Mol 


auft 
Trii 
Ba- 


bes 
kon 
ent! 
57,€ 


erfc 








Suny 
eden 
riert 

mit 
alést 
rden 
iert, 
ein 
ohol 
lich. 


aus 


Cl. 


ine 
nen 


sen 








ergaben sich auf obiges Volumen berechnet 23,49 mg N, entsprechend 
3,46°%, des Gesamt-N. 

Hierauf wurde die Lésung zur Trockene gebracht und der Riickstand 
mit 50% igem Alkohol hei®B behandelt. Die alkoholische Lésung wurde 
abgedunstet, da sich die Kohlehydrate nicht beim Erkalten abschieden, 
wie dies bei der Aufarbeitung anderer Préparate vorgekommen war. Der 
Riickstand zeigte schwache P- und N-Reaktion. Er wurde in Wasser 
gelést, mit Bleiacetat gereinigt, das Filtrat mit H,S entbleit und mit Tier- 
kohle entfairbt. Die klare und farblose Lésung zeigte eine deutliche Rechts- 
drehung. Ein Teil wurde zur Trockene abgedampft, mit HNO, oxydiert 
und schlieBlich durch Fallen mit AgNO, das Ag-Salz der Saure hergestellt, 
im Dunkeln getrocknet und analysiert. 

0,1232 g Ag-Salz ergaben 0,0621 g Ag = 50,41°%, Ag. 

Fiir das Ag-Salz der Zuckersiiure berechnet 50,9°,, Ag. 

In einem zweiten Teile wurde das Diphenylhydrazon hergsetellt. Die 
Kristallmasse zeigte anfangs keinen einheitlichen Schmelzpunkt. Nach 
langerem Stehen kristallisierten einige gréBere Kristalle aus, die mit der 
Pinzette ausgesucht wurden. Sie hatten nach dem Umbkristallisieren den 
Schmelzpunkt 161 bis 162°. 

Nach diesen Analysenresultaten konnte also Glucose mit Sicherheit 
nachgewiesen werden, doch diirfte noch ein zweites Kohlehydrat zu- 
gegen gewesen sein, das nicht bestimmt werden konnte. 

Der bei der Extraktion mit Alkohol verbliebene Riickstand wurde 
in Wasser gelést, dann filtriert und mit einem UberschuB von 95 °,igem 
Alkohol versetzt. Es schied sich nur ein geringer weiber Niederschlag 
aus, der abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und getrocknet wurde. Er 
stellte dann ein grauweiBes Pulver dar, das schwach die Fehlingsche 
Lésung reduzierte und noch positive Lassaignesche Probe auf N gab. 
Die Ausbeute war sehr gering, so daB nur eine P-Bestimmung durch- 
gefiihrt werden konnte. 

0,1638 g Substanz gaben mit Soda-Salpeter verbrannt, dann mit 
Molybdat und Magnesiamixtur gefallt 54,4 mg Mg,P,0, =.9,25°, P. 

Berechnet fiir Ba-Glycerophosphat mit einem Molekiil H,O 9,53 °,, P. 

Da beim Erhitzen mit KHSO, der typische Geruch nach Acrolein 
auftrat, ferner beim Versetzen der wiasserigen Lisung mit H,SQ, eine 
Triibung entstand, so durfte die vorliegende Substanz wohl als das 
Ba-Salz der Glycerinphosphorsaure angesprochen werden. 

Fetiséurefraktion. Die Fettsiuren wurden in der bereits mehrmals 
beschriebenen Weise gewonnen. Das im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknete Fettsiuregemisch wog 24,36g. Diese Menge 
enthielt, in aliquoten Teilen der Kjeldahlbestimmung unterzogen, 
57,67 mg N (Mittel aus zwei Analysen). 

Die Trennung der gesittigten von den ungesattigten Fettsaéuren 
erfolgte in der gebriuchlichen Weise. 
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Die feste Fettsiure konnte durch den Schmelzpunkt, die Siurezah! 
und die Analyse des Ag-Salzes als Palmitinsaéure erkannt werden. 


Von den ungesittigten Fettsiuren konnte Olsaure sichergestellt 
werden, doch war durch die hohe Jodzahl auch die Gegenwart einer 
anderen ungesittigten Fettséure (Linolsiure ?) wahrscheinlich gemacht. 

Die kleine Menge an Unverseifbarem wurde nicht weiter untersucht. 


Als Spaltungsprodukte dieses Lecithids waren also gefunden worden: 
Cholin, Glycerinphosphorsiure, Palmitinsture, Olstiure und Glucose. Kin 
zweites Kohlehydrat und eine Fettsiure mit der Jodzahl 179.5 konnten 
nicht identifiziert werden. 


Die zur Spaltung verwendeten 39,85 g Lecithid enthielten 1,70 % N. 
Von diesen konnten 96.24%, in den einzelnen Fraktionen gefunden 
werden. Die N-Verteilung in den verschiedenen Fraktionen dieses iiber 
die Cd-Verbindung erhaltenen Lecithids, das in seiner Zusammensetzung 
dem ,,Lecithin’ ziemlich nahe stand, stellte sich folgendermafen dar: 





Fraktion 7 Conmmat- 
Ing "lo 
Fallung mit Phosphorwolframsaure .. .. . 591,00 70,42 
Paeue Geey PORGNe 6 i es 39,84 13,85 
ee een cetey Tan aS hes 57,67 8,51 
Kohlehydrate und Glycerinphosphorsaure. . . 23,49 3,46 
GEE ES IER Ne alias eg Per 622,00 96,24 
Im Lecithid vorbandesn. .....2....-. 677,45 100 


Die bei der Beschreibung der Darstellung dieses Praparats erwihnte 
voluminése Masse, die sich beim Abkiihlen der alkoholischen Extrakte auf 
0° abschied, wurde ebenfalls untersucht, da sie méglicherweise ein Lecithid 
oder zumindest Spaltungsprodukte eines solchen enthalten konnte. 

Die Masse wurde in der Kialte filtriert und mit Alkohol gewaschen. 
In warmem Alkohol war sie verhaltnismaBig leicht léslich, in kaltem un- 
léslich. Nach dem Trocknen stellte diese Ausscheidung eine braune, klebrige 
Substanz dar, die sehr hygroskopisch war. 

0,6174 g Substanz gaben 0,0347 g Mg,P,O, = 1,56% P, 

0,5011 g e » O,00646gN ... = 1,28% N. 

Die Substanz wurde durch 6 Stunden mit 3°%iger Schwefelséiure 
hydrolysiert. Fettsiuren konnten nur in auBerst minimaler Menge isoliert 
werden. Die filtrierte Lésung wurde auf 200 cem gebracht. 


50 ccm gaben 12,39 mg Amino-N, das sind fiir die zur Spaltung ver- 
wendeten 6,348 g 0,78% Amino-N. 


Dieser hohe Gehalt an Amino-N ist auffallend. Es ist wahrscheinlich, 
daB es sich hier um ein Colaminlecithid gehandelt hat, was vielleicht auch 
die Tatsache zu erklaren vermag, daB in dem eigentlichen Lecithid dann 
kein Amino-N mehr gefunden werden konnte. 
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Eine weitere Untersuchung dieser Nebenfraktion wurde nicht vor- 
genommen, da die Ausbeute zu gering war, um die einzelnen Spaltungs- 
produkte isolieren zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden aus der Ackerbohne sowohl Phosphatide als Lecithide 
dargestellt und analysiert, wobei wir unter ,,Phosphatiden‘: nur native, 
durch Dialyse in der Kilte gewonnene Praparate bezeichnen, wahrend 
alle durch Extraktion mit organischen Lésungsmitteln dargestellte, 
mehr oder weniger lecithinihnliche Produkte mit dem Namen 
,.Lecithide’’ belegt wurden. 


I. Die Phosphatide aus der Ackerbohne. 


Das von uns zur Anwendung gebrachte Darstellungsverfahren der 
wasserlislichen Phosphatide weicht wesentlich von der von Hansteen 
Cranner angegebenen einfachen Dialyse gegen reines Wasser ab. Die 
Dialysierfliissigkeit besteht aus einem mit sterilem Wasser verdiinnten 
Gemisch von Athyl- und Caprylalkchol, da sich gezeigt hat, daB unter 
dem EinfluB dieser kapillaraktiven Stoffe die Exosmose der wasser- 
léslichen Phosphatide bedeutend gesteigert werden kann! ohne daB 
das normale Zelleben hierdurch eine Schadigung erleidet. Die Dialyse 
wurde in einer von Magistris angegebenen Apparatur durchgefiihrt, 
die die Aufarbeitung gréBerer Mengen des Materials auf einmal gestattet. 
Zur weiteren Steigerung des Phosphatidaustritts wurde die Dialyse ferner 
im Vakuum vorgenommen. 

Eine Ausfillung der Phosphatide mit Schwermetallsalzen wurde 
vermieden, da erfahrungsgemi8 schon durch diese Behandlungsweise 
eine Zersetzung des labilen Komplexes eintritt und tiberdies eine Be- 
freiung des Phosphatids vom Metall sich nur unter Denaturierung 
durchfiihren 148t. Auch ist eine Fallung mit Bleiacetat, wie eine solche 
in friiheren Arbeiten angewendet wurde, keineswegs spezifisch, da 
Phosphate, EiweiSkérper, Pflanzensiuren und andere Stoffe ebenfalls 
ausgefallt werden. 


Wir suchten deshalb ein Fillungsmittel, bei dem der genuine 
Zustand der wasserléslichen Phosphatide erhalten bleibt, und fanden 
ein solches in einem Gemisch von Athyl-Methylalkohol und Aceton. 


1. Die Féllung mit Methyl-Athylalkohol-Aceton. Die Fallung war 


rein wei, nicht oxydabel, aber sehr hygroskopisch. Sie war unldslich 
in allen gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln, leicht léslich in 
Wasser. Die Fallung enthielt eine griBere Menge Aschenbestandteile, 
darunter auch Phosphate. 


Als Spaltungsprodukte wurden gefunden: 
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Cholin, Colamin (Aminodthylalkohol), Palmatinsdure, eine nich/ 
tdentifizierte ungesdttigte Fettsiure, Glycerinphosphorsdure, Kohlehydrat: 
und unverseifbare Bestandteile, die wahrscheinlich Phytosterin waren 

Das Praparat enthielt, wie eine quantitative Bestimmung ergab 
6,00 °, Cholin, wahrend sich fiir ,,ideelles Lecithin’ 15,53 ° Cholin 
berechnen. 

2. Die Fédllung mit Calcium-(Barium-)chlorid. Im Filtrat der 
oben erwahnten Fallung konnte mit Calcium- bzw. Bariumchlorid ein 
Niederschlag erzielt werden, der Phosphorstickstoffverbindungen ent- 
hielt. Die Fallung stellte nach dem Trocknen ein gelblich gefarbtes 
Pulver dar, das in organischen Solventien, ebenso in Wasser unlislich 
war, léslich in Séuren und Alkalien, in letzteren unter Zersetzung. Die 
Fallung ist weder oxydabel, noch hygroskopisch. Phosphor, Stickstoff 
und Kohlehydrate wurden quantitativ bestimmt. 

In der Asche wurden auBer Mg und K auch Spuren Fe gefunden. 

Spaltungsprodukte sind: Palmitinsdure, Stearinsdéure (?), Cholin. 
Glycerinphosphorsdiure, Kohlehydrate, ferner mehrere Nebenprodukte, 
die nicht identifiziert werden konnten. 

Die mit Bariumchlorid erhaltene Fallung wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure zerlegt. Die Lésung konnte weiter fraktioniert werden. 
Es wurden erhalten: 

A. Ein in Alkohol léslicher Teil der Fallung mit Bariwmchlorid. 

Bei der mit 3°,iger Schwefelsaure durchgefiihrten Hydrolyse 
konnten Spaltungsprodukte isoliert werden, die auf die Anwesenheit 
eines Phosphatids schlieBen lassen. 

B. Ein in Alkohol unléslicher Teil der Fdllung mit Bariwmchlorid, 
der wieder getrennt werden konnte in 

a) Hine in Methylacetat unlésliche Fraktion. Die gelbe Fallung ent- 
hielt Fetiséuren, Cholin, Kohlehydrate, aber kein Glycerin. 

b) Hine in Methylacetat losliche Fraktion. Diese war stark oxydabel, 
enthielt Fetisdéuren, eine Base, Glycerinphosphorsdure, aber keine Kohle- 
hydrate. 

Es konnte nicht festgestellt werden, ob es sich bei den einzelnen 
Fraktionen um eigene, in ihrer Zusammensetzung  verschiedene 
Phosphatide handelt, oder ob nur jene Teile von Phosphatiden hier 
isoliert werden, die friiheren Fallungen entgangen sind. 

3. Das Filtrat nach den Féllungen mit Methyl-Athylalkohol-Aceton 
und Calcium (Barium-)chlorid. Es ist unsicher, ob os sich bei dieser 
,,Restfraktion um ein einheitliches Phosphatid handelt oder nur um 
ein durch Spaltungsprodukte anderer verunreinigtes oder vielleicht 
auch nur um solche Spaltungsprodukte. Ein Fallungsmittel konnte 
nicht gefunden werden. Die Menge der isolierten Spaltungsprodukte 
]4Bt es kaum wahrscheinlich erscheinen, daB dieselben alle einem 
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Phosphatid entstammen; es mu$ deshalb die Gegenwart nicht phosphatid- 
artiger Stoffe oder die Anwesenheit mehrerer Phosphatide ins Auge 
gefaBt werden. 

Der reiche Aschenriickstand enthielt Ca, Ba, Mg, K, wenig N: 
und Fe und Spuren von Cu und Zn. 

Spaltungsprodukte: Palmitinsdure, Olstiure, Linolsdure, eine mit 
Betain isomere Base, die vielleicht ein Dioxypiperidin ist, Cholin, 
Colamin, Arginin (?), Glutarsdure, Glycerinphosphorsdure und Kohle- 
hydrate. 

II. Die Lecithide aus der Ackerbohne. 

Im Gegensatz zu den in schonender Darstellungsweise gewonnenen 
nativen Phosphatiden wurden von uns durch verschiedene Extraktions- 
verfahren mit organischen Lésungsmitteln lecithiniahnliche Produkte 
isoliert und ihre Zusammensetzung sowie ihre Spaltungsprodukte fest- 
gestellt. 

Da die Hitzeextraktion mit organischen Lésungsmitteln bekannter- 
maBen einen denaturierenden EinfluB auf das labile Molekiil geltend 
macht, so war die Frage zu beantworten, welche Komponenten des 
Phosphatidkomplexes am ehesten der Abspaltung anheimfallen. 

Die von uns zur Anwendung gebrachten Methoden fiir die Dar- 
stellung der Lecithide waren die bisher gebriuchlichen und! von allen 
friheren Autoren beschriebenen. 

1. Durch Vermeiden der Siedetemperatur bei der Extraktion des 
Bohnenmehls mit Alkoho] wurde getrachtet, eine eingreifende Spaltung 
auszuschlieBen. Das durch Acetonfallung gewonnene Praparat stellte 
nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator eine braune, viskose Masse 
dar, die in Alkohol, Ather und Chloroform leicht léslich war, unléslich 
dagegen in Wasser und in Aceton. 

Phosphor, Stickstoff und Kohlehydrate wurden quantitativ be- 
stimmt, eine weitere Aufarbeitung des Priparats jedoch nicht vor- 
genommen. j 

2. Die fiir die Gewinnung dieses Praparats zur Anwendung ge- 
brachte Darstellungsmethode stellte sich bedeutend weniger schonend 
dar als die vorhergehend beschriebene. Das durch Extraktion mit einem 
Gemisch von Methylalkohol und Benzol erhaltene und mit Aceton 
gefallte Lecithidpriparat war sehr dunkel und hatte nicht die Konsistenz 
des Lecithins, sondern war mehr fliissig. 

Neben den elementaranalytischen Bestimmungen wurde auch 
ein Abbau mit 3°, iger Schwefelsiure vorgenommen. 

Als Spaltungsprodukte konnten erhalten werden: 

Olstiure, Palmitinsdiure; die Kohlehydrate und die Basenfraktion 
wurden nicht untersucht. Durch den Nachweis von Amino-N ist aber 
die Gegenwart von Colamin wahrscheinlich gemacht. 
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3. Die Darstellung dieses Lecithids erfolgte iiber die Cadmium. 
verbindung. Diese Gewinnungsweise fiihrt, wie von uns bereits in 
friiheren Arbeiten gezeigt werden konnte, zu Praparaten, die in ihrer 
Zusammensetzung dem ideellen Lecithin sehr nahe kommen. 

Auch in diesem Falle stimmen die P- und N-Werte recht gut mit 
den fiir theoretisches Lecithin errechneten iiberein. Der Zuckergehalt 
des Lecithids war auffallend gering. 

Als Spaltungsprodukte wurden gefunden: 


Cholin, Olséiure, Palmitinsiure, Glycerinphosphorséure und Glucos 
Kin zweites Kohlehydrat und eine Fettsiure konnten nicht identifiziert 
werden. ‘ 

Die von uns erhaltenen Analysenzahlen zeigen deutlich, da8 mit 
fortschreitender Denaturierung vor allem eine Abspaltung der Kohle- 
hydratgruppen stattfindet. Ob durch diese Abtrennung des Zuckers 
allein die veranderte Léslichkeit gegeniiber den nativen wasserléslichen 
Phosphatiden erklart werden kann, ist derzeit noch nicht zu entscheiden. 


Diese Verhaltnisse sind besonders ersichtlich bei dem iiber die 
Cd-Verbindung hergestelltem Lecithid, das nur 1,98 °%, reduzierende 
Substanz enthalt, wihrend das native Phosphatid 15,08 °,, ergeben hat 
Die Ausfallung von Phosphatiden mit Schwermetallsalzen und die nach- 
folgende Befreiung davon stellt demnach einen schweren Eingriff in 
den Jabilen Phosphatidkomplex dar. Wir sehen ferner, daB mit fort- 
schreitender Denaturierung die P- und N-Werte sich mehr und mehr 
dem Lecithin nihern. Dieses selbst stellt nur ein weitgehend verandertes 
Phosphatid dar. 


Diese Befunde bilden eine Bestitigung der schon in friiheren 
Arbeiten aufgezeigten Tatsache, daB selbst bei Vermeidung der Siede- 
temperaturen, durch bloBe Anwendung organischer Lésungsmittel, 
schon eine Denaturierung des wasserléslichen Phosphatidmolekiils 
eintritt, die sich vor allem in veranderten Léslichkeitsverhaltnissen 
und in einer Abspaltung der Kohlehydratgruppen auBert. 


Alle von friiheren Autoren zur Darstellung von organischen Phosphor- 
verbindungen allgemein angewendeten Arbeitsmethoden liefern verdndert: 
Produkte, die sich von den nativen, durch Dialyse gegen Wasser in der 
Kdlte gewonnenen Phosphatiden wesentlich unterscheiden und keinen 
Schlup auf ihr Vorkommen im Organismus zulassen. Das Lecithin ist 
nur das Denaturierungsprodukt eines iibergeordneten wasserldslichen 
Phosphatidkomplexes. Wir miissen daher das Vorhandensein von 
, ,eigentlichem Lecithin‘: in den Zellen verneinen. 


Unsere chemischen Methoden sind viel zu grob, um alle Ver- 
anderungen einer so labilen Verbindung, wie es die genuinen Phosphatide 
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sind, aufzuzeigen. Vielleicht, daB hier physikalische bzw. chemisch- 
physikalische Untersuchungsmethoden bessere Erfolge aufweisen 
wirden. Die geringe Feinheit der Methodik mag es auch erklaren, daB 
von uns stets nur die gleichen Spaltungsprodukte, nimlich die Kom- 
ponenten des Phosphatid-,,kerns** isoliert werden konnten. Weitere 
Arbeiten sollen aber gerade den akzessorischen ,,Begleitstoffen der 
Phosphatide erhéhte Aufmerksamkeit schenken. 


Zum SchluB sei eine tibersichtliche Zusammenstellung der von‘uns 
aus der Ackerbohne dargestellten Priaparate gegeben: 


Tabelle I. 


Phosphatide und Lecithide aus der Ackerbohne (Vicia faba). 





Reduz. 
*Substanz 
als 


Darstellungsart 
Glucose 


0 


I. Phosphatide. 


Dialysat m. Methyl-Athylalkohol-Aceton gefiallt 2,04 | : 1,23 15,08 
Im Fitrat davon mit Calciumehlorid gefiallt . ; 2,36 : 4,71 5,99 


II. Lecithide. 


Mit Alkohol bei gelinder Warme extrahiert 1,59 0,89 : 1,24 10,94 
Mit Methylalkohol-Benzol bei Siedetemperatur 
CES. xe ah aoe ae es es 186 1,23 1:1,46 9,42 
Mit Alkohol bei Siedetemperatur extrahiert, 
dann tiber die Cd-Verbindung gewonnen . 3,45 1,70 1:1,09 1,98 
* Bei den wasserlislichen Priparaten beziehen sich die P-Werte und das Verhiltnis P : N 
nur auf den organisch gebundenen Phosphor. 








Zur Biochemie und Physiologie 
organischer Phosphorverbindungen in Pflanze und Tier. 


II. Mitteilung: 

Studien iiber den Austritt von wasserunlislichen Phosphatiden und Zell 
farbstoff bei der Roten Riibe (Beta vulgaris Rapa f. rubra). 
(Gleichzeitig Beitrag zu einer kolloidchemischen Theorie des Permeabilitiits- 
problems.) 


Von 


Hugo Magistris und Paul Schiifer. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, Wien III.) 


(Eingegangen am 7. August 1929.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Auf Grund seiner Untersuchungen iiber die Biochemie und Phy. 
siologie der Grenzschichten lebender Pflanzenzellen war Hansteen 
Cranner! bekanntlich zu der Annahme gekommen, daB , die plasmatischen 
Schichten der Zelikér per — die Plasma- und Vakuolenhaut —. ein kolloides 
System darstellen, dessen halbjeste, hydrophile Dispersionsmittel aus in 
Wasser unléslichen, aber kolloid schwellbaren, dessen fliissige, dispers: 
Phase aus in Wasser ganz léslichen Phosphatiden bestehe’*. Zwischen 
den beiden Phosphatiden sollen enge Beziehungen bestehen und ein 
Ubergang der beiden ineinander méglich sein. Dieser Forscher hatte 
auch gefunden, daB alle Gewebe schon bei niedrigen Temperaturen 
nach dem Ubertragen in destilliertes Wasser an dasselbe massenhaft 
wasserlésliche, bei Temperaturen itiber 30°C iiberdies auch noch die 
wasserunléslichen Phosphatide abgeben. 

Demgegeniiber betonen Grafe und Magistris auf Grund der von 
Magistris an Aspergillus oryzae, verschiedenen Erbsensorten und Méhren 
angestellten Versuche, daB es sich bei den aus Pflanzenzellen bei Dialyse 
gegen Wasser austretenden Phosphatiden verschiedener Léslichkeit dem 
Wasser gegeniiber wahrscheinlich nicht um chemisch verschiedene Sub 
stanzen, sondern um irreversible Zustandsénderungen derselben oder ein 
ander sehr nahestehender Phosphatidkomplexe handeln diirfte. Der Uber- 


' B. Hansteen Cranner, Meldinger fra Norges Landbruksheiskole 2, 
Heft 1/2, 1922. 
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gang dieser Formen ineinander konnte als Funktion der Zeitdauer des 
Versuchs, des Einflusses von Licht und Dunkel quantitativ verfolgt werden ; 
es zeigte sich dabei, daB diese Erscheinung des kolloiden Alterns sogar 
noch im Dunkeln und unter AusschluB von Sauerstoff stattfindet'. 

In spéteren Untersuchungen an Pisum arvense unicolor wurde dann 
die Anschauung ausgesprochen, daB in der ,,wasserunléslichen** Fraktion 
keine ,,nativen‘*‘ Phosphatide mehr zu erblicken seien, sondern da8B durch 
die langere Einwirkung der Warme und der 24stiimdigen Dialysenzeit 
ein Teil der wasserléslichen Phosphatide denaturiert und dadurch wasser- 
unléslich wird. Oberhalb 30° treten wohl auch deshalb nur wasserunlésliche 
neben wenig léslichen, bei Temperaturen unter 20° nur wasserldésliche aus. 

Jedenfalls mu8B die Frage noch offen bleiben, ob wir es in der 
unléslichen Fraktion mit einem eigenen chemischen Kérper zu tun haben, 
wie aus einigen orientierenden Analysen von Magistris vielleicht schon 
geschlossen werden darf — man miiBte da in erster Linie an einen den 
Nucleoproteiden verwandten Kérper denken —, oder ob es ‘sich bei 
der unléslichen Fraktion einfach um eine Anderung des Kolloidzustandes 
handelt, wie es Hansteen Cranner annehmen will, wobei von Grafe und 
Magistris die Frage diskutiert wurde, ob die Entstehung des unléslichen 
aus dem léslichen Anteil eventuell erst im Dialysat durch Vermittlung 
des stets aufgefundenen Eisens etwa katalytisch erfolgen kénne?. 

Die chemische Zusammensetzung der unléslichen Phosphatidfraktion 
ist noch nicht geniigend geklart, wenn auch das Vorhandensein von Fett- 
siuren, einer Base und Kohlehydraten sichergestellt ist. Das 'stete Vor- 
kommen von Schwefel laBt méglicherweise auf die Anwesenheit von Eiweif 
oder zumindest Spaltprodukten desselben schlieBen. 

Was den Austritt von Zellfarbstoff betrifft, so wurde bereits von 
Hansteen Cranner der EinfluB der Temperatur, sowie derjenige von 
Salzionen und -konzentrationen auf denselben studiert. Es hatte sich 
gezeigt, daB mit einem starken Austritt von wasserunléslichen Phos- 

. . *. . 7 
phatiden stets auch eine reiche Exosmose von Zellfarbstoffen Hand 
in Hand geht. Bei niedrigen Temperaturen traten weder unlésliche 
Phosphatide noch Farbstoffe aus; die bei Temperaturen tiber 30° auf- 
tretende starke Phosphatid- und Farbstoffausscheidung stellt einen 
vollig reversiblen Vorgang dar. 

Bei den mit n- und n/50-Lésungen von KCl und CaCl, angestellten 
Versuchen konnte von Hansteen Cranner gefunden werden, daB in die 
n/50 KCl-Lésung in der Kalte weder Phosphatide noch Farbstoff aus- 
treten, in der Warme hingegen findet eine reichliche Ausscheidung von 
beiden statt. In den beiden plasmolysierenden n Lésungen, sowie in der 
schwachen CaCl,-Lésung, waren die unléslichen Phosphatide anscheinend 
mehr oder weniger gefallt worden, so daB selbst bei hGheren Temperaturen 
diese entweder gar nicht oder nur in sehr beschranktem MaBe heraus- 
dringen konnten. Gleichzeitig damit folgte auch vollstaéndige Impermea- 
bilitét oder stark begrenzte Permeabilitat fiir die Farbstoffe. 





1 V.Grafe und H. Magistris, diese Zeitschrift 162, 366, 1925. 
2 Dieselben, ebendaselbst 176, 266, 1926. 
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In n-Lésungen, die CaCl, und KCl in aquivalenten Mengen enthielten, 
konnte selbst nach einer 70stiindigen Versuchszeit weder ein Austretcn 
von uniéslichen Phosphatiden noch auch von Farbstoff beobachtet werd: 
,»Offenbar hatten hier die beiden Ionenarten einander gegenseitig 1) 
Bezug auf ihre spezifische Fallungsweise beeinfluBt‘S (Cranner). 

Bei Versuchen mit anderen Salz-, vor allem Bleiacetatlésungen, konnie 
der genannte Forscher zeigen, daB auch hier wieder das Nichtaustreten 
bzw. die Fallung der unldéslichen Phosphatide stets von verminderter 
oder voéllig gehemmter Permeabilitaét fiir die Zellfarbstoffe begleitet wird, 
und daB die fallende Wirkung bei Pb gr6fer ist als bei Ca und hier wieder 
gréBer als bei K. 

Nach einigen neueren, bisher noch unveréffentlichten Unter. 
suchungen tiber die chemische Natur der unléslichen Phosphatidfraktion, 
haben wir es bei dieser Substanz mit einem eigenen Kérper, einer 
Eiweib-Phosphatidverbindung zu tun. Bei der Analyse, deren aus- 
fiihrliche Beschreibung an anderer Stelle erfolgen soll, konnte auSer 
den gewohnlichen Spaltungsprodukten eines Phosphatids noch Glykokoll, 
3, 4-Dioxyphenylalanin, Arginin und Prolin mit Sicherheit nachgewiesen 
werden. 

Bedenkt man die Lokalisation der kolloiden, stark oberflachen- 
aktiven Phosphatide in den Zellgrenzschichten, was nach den Unter- 
suchungen von Hansteen Cranner und Magistris, sowie dem indirekten 
Beweis von Wood! als sicher angesehen werden kann, sich iibrigens 
auch aus dem Gibbschen Theorem ergeben mu8, und nimmt man ferner 
an, daB die wasserunléslichen Phosphatide und der Zellfarbstoff erst 
tiefer ins Zellinnere eingelagert sind, so sieht man, da8 der Einwirkung 
von Salzen und auBeren Faktoren auf den Zustand der Phosphatide 
in den Zellgrenzschichten ihre Durchlassigkeit fiir die unlésliche Frak- 
tion und den Zellfarbstoff durchaus parallel geht, so daB daraus weiter 
gefolgert werden darf, daB durch die, durch verschiedene Bedingungen 
erzeugbare, vollstandige oder teilweise bzw. irreversible oder reversible 
Phosphatidfallung, die Peptisation, sowie die vermehrte oder verminderte 
Hydratationsfahigkeit der wasserunléslichen Ejiweif-Phosphatid- 
verbindung experimentelle, von dem chemischen Milieu oder anderen 
Faktoren (Licht, Temperatur) abhangige Permeabilitiatsanderungen 
der Zelle wohl restlos erklarbar sind. 

So wird auch die von Kaho? aufgefundene Tatsache, daB die 
Permeabilitat der Salze eine Funktion der Kolloidaktivitat ihrer Lonen 
ist, bei der Annahme einer kolloiden Phosphatidgrenzschicht keinen 
Schwierigkeiten begegnen. 


1 F. M. Wood, Ann. of botany 40, Nr. 159, 547, 1926. 

2 H. Kaho, diese Zeitschr. 117, 87, 1921; 120, 125, 1921; 122, 39, 1921; 
128, 284, 1924; 151, 102, 1924; 167, 25, 1926; und besonders Univ. Dorpat. 
Inst. Bot. 18, 1924. 
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Experimenteller Teil. 
Versuchsgruppe 1. 


EinfluB der Temperatur auf den Austritt von wasserunléslichen Phosphatiden 
und Zellfarbstoff. 

Es ist bekannt, daB unter den &uBeren Faktoren, die die Permeabilitat 
der Pflanzenzelle beeinflussen, der Temperatur eine besondere Bedeutung 
zukommt. Bereits Pfeffer! und van Rysselberghe? beobachteten, daB die 
Geschwindigkeit der Endosmose und Exosmose von Wasser ebenso wie 
die Geschwindigkeit des Durchtritts geléster Substanzen durch die Plasma- 
haut durch Temperatursenkung stark verzégert, durch Temperatursteigerung 
aber stark beschleunigt werden kann. Von den vielen spateren Unter- 
suchern, die sich mit dieser Frage beschaftigt hatten, seien nur einige, 
wie Endler*, Collander*, Hoagland und Mitarbeiter®, sowie Osterhout® er- 
wihnt. SchlieBlich berichten Blackmann und Paine’, daB die Elektro- 
lyteexosmose bei Mimosa pudica mit der Temperatur nur sehr gering ent- 
sprechend einem Diffusionsvorgang ansteigt, und da®B erst beiin Uber- 
schreiten von 55° C eine plétzliche Vergr6Berung des Temperaturquotienten 
eintritt, was auf eine irreversible Schadigung der Zelle bei dieser Temperatur 
zurickzuftihren ist. Fiir unsere Untersuchungen bemerkenswert ist ein 
Befund von Endler (|. c.), der die Anfarbbarkeit verschiedener Pflanzen- 
zellen mit Neutralrot studierte und erst beim Uberschreiten der Tem- 
peraturgrenze von 30° eine erhéhte Durchlassigkeit fiir den Farbstoff 
feststellen konnte. Wir werden sehen, daB die Temperatur von 30° auch 
in unseren Untersuchungen eine besondere Rolle spielt. 

In samtlichen unseren Versuchen wurden nur gesunde Riiben 
einer mittelgroBen, blutroten Sorte verwendet. Die Vorbereitung 
der einzelnen Versuchsstiicke geschah in folgender Weise: Die ge- 
schalten Riiben wurden mit einem scharfen Messer geteilt und aus dem 
mittleren Teile ungefahr 5 . 5 . 1 em groBen Scheiben herausgeschnitten. 
Diese wurden nun zuniichst, um auch die Farbstoffe der durch das 
Schneiden beschiidigten Zellen véllig zu entfernen, unter der Wasser- 
leitung mit_einem kraftigen Strah] von allen Seiten abgespiilt, dann 
in einer groben Porzellanschale so lange mit standig erneuerten Mengen 
von kaltem Leitungswasser behandelt, bis dieses auch nach mehr- 
stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur vollstandig klar und farblos 
verblieb. Nun wurden die Scheiben rasch durch Alkohol und 2°/»ige 


Sublimatlésung gezogen, mit destilliertem Wasser griindlichst ab- 


1 W. Pfeffer, Untersuchungen aus dem _ botanischen Institut zu 
Tiibingen 2, 1886. 

2 van Rysselberghe, Bull. de V’Acad. roy de Belgique 1901, 8. 173; 
Rec. de l’Inst. botan. Bruxelles 5, 266, 1902. 

% J. Endler, diese Zeitschr. 42, 440, 1912; 45, 359, 1912. 

4 R. Collander, Jahrb. f. Bot. 60, 354, 1921. 

5 D. R. Hoagland, P.L. Hibbard and A. R. Davis, Journ. of gen. 
Physiol. 10, 121, 1926. 

6 J. V. Osterhout, Bot. gaz. 3, 317, 1917. 

7 V.H. Blackmann and S.G. Paine, Ann. of Bot. 32, 69, 1918. 
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gewaschen und in Kulturschalen verteilt, so zwar, daB sie sich nicht 
iiberdeckten, worauf so viel destilliertes Wasser zugesetzt wurde, da 
es die Scheiben eben bedeckte. Alle VersuchsgefiBe, wie auch das 
Wasser und die spiter zur Verwendung kommenden Salzlésungen 
waren vorher im Autoklaven sterilisiert worden. 


Das Austreten der wasserunléslichen Phosphatidfraktion wurde 
im allgemeinen nur durch das Vorhandensein einer triibenden Suspen. 
sion in den Dialysaten festgestellt, wobei aber zur Vorsicht jedesmal| 
eine bakteriologische Untersuchung angestellt wurde und nur einwand.- 
freie Lésungen fiir die Auswertung der Ergebnisse in Betracht kamen, 
was im folgenden nicht besonders erwaihnt werden wird. In einigen 
Fallen wurde iiberdies die unlésliche Fraktion durch Filtration durch 
einen Glasgooch von der léslichen getrennt und nach dem Waschen 
und Trocknen entweder direkt oder nach der Fillung mit n/10 Blei- 
acetatlésung zur Wagung gebracht. 


Nun wurden die Kulturschalen unter vollstandigem LichtabschluS 
bei verschiedenen Temperaturen aufgestellt. Nach 24 Stunden wurde 
das eventuelle Vorhandensein der wasserunléslichen Fraktion, sowie 
das Austreten des Farbstoffs, das sich an der schwicheren oder starkeren 
Anfarbung des Dialysenwassers zu erkennen gab, vermerkt. Dann 
wurden die einzelnen Scheiben sorgfaltigst zuerst mit Leitungs-, darauf 
mit destilliertem Wasser abgespiilt, in neue Schalen gebracht und wieder 
eben mit Wasser bedeckt, doch wurde eine Umkehrung der Versuchs- 
anordnung vorgenommen, so daB die friiher in der Kalte gehaltenen 
Schalen nunmehr in der Wirme standen und umgekehrt. 


Es zeigte sich dabei erstens, da sowohl der Austritt der un- 
léslichen Fraktion wie auch des Farbstoffs immer erst bei Temperaturen 
iiber 20°, am deutlichsten bei etwa 30° erfolgt (das Austreten unter (° 
diirfte wahrscheinlich auf einer Schidigung der Zellen durch die Kalte 
beruhen), und zweitens, daB das Austreten von Farbstoff, von einigen 
wenigen Ausnahmefallen abgesehen, wobei aber immer entweder durch 
die bereits langer wahrende Versuchsdauer oder andere Faktoren eine 
eingetretene Zellschadigung als wahrscheinlich angenommen werden 
konnte, stets parallel mit dem gleichzeitigen Vorhandensein der un- 
léslichen Fraktion im Dialysat geht, wie dies auch schon von Hansteen 
Cranner beobachtet worden war. 


Es waren aber sowohl] die starke Phosphatid- als auch die Farbstoff- 
ausscheidung véllig reversible Vorginge. Beim Uberfiihren der bei 30° 
gehaltenen Gewebe, die starke Exosmose gezeigt hatten, in Wasse1 
von Zimmertemperatur, traten selbst nach 24 Stunden weder Spuren 
von unléslichen Phosphatiden noch auch von Farbstoffen heraus, wie 
dies bei den Kalteversuchen auch niemals beobachtet werden konnte. 
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Dabei hatten die Riibenscheiben, auch nach 48stiindiger Versuchszeit, 
ohne Ausnahme ihre frische rote Farbe und ihre volle Turgeszenz 
bewahrt, so daB die Exosmose keineswegs auf abgestorbene Zellen 
zuriickgefiihrt werden konnte. 


Eine genauere Ubersicht gibt die folgende Tabelle: 


Tabelle I ?. 





Schale Nr.: 


Dialysedauer in Std. . . 2 24 
Temperatur in °C . . 10 
Wasserunldsl. Phosphatide -- ++ 
ee 7 6 6S sss - 4. 4. 


In erneuertem Wasser: 


Dialysedauer in Std. . . 12 12 24 2 24 . 24 
Temperatur in °C ... 25 30 30 f 0 
Wasserunlisl. Phosphatide (+) +--+ at 


ere are + ++ 4- +- _ - (+) 


In abermals erneuertem Wasser: 
Dialysedauer in Std. . . 24 24 16 : 12 12 
Temperatur in °C . 0 10 15 2! 30 30 
Wasserunloésl. Phosphatide — - ++ ++ 
I an in igs ot — (+) ++ ++ 


Wie aus diesen Versuchen zu ersehen ist, tritt bei Temperatur- 
erhéhung iiber 20°C eine Durchlassigkeitssteigerung der Zellgrenz- 
schichten ein, was sich darin auBert, daB erst bei diesen Temperaturen 
wasserunlésliche Phosphatide und Zellfarbstoff in das Dialysewasser 
herausdringen kénnen. Diese Erhéhung der Permeabilitdt durch die 
Temperatur ist, wenn die Temperatur von 30°, wo eine irreversible Zell- 
schiidigung auftritt, nicht iiberschritten wird, ein vollkommen reversibler 
Zustand. 


DaB die unlésliche Fraktion nicht etwa erst nachtraglich im Di- 
alysat aus dem léslichen Anteil gebildet wird, konnte dadurch gezeigt 
werden, daB ein bei niedriger Temperatur gewonnenes, vollkommen 
klares Dialysat der roten Riiben bei spiterem Erhitzen klar bleibt 
und unter keinen Umstanden eine unlésliche Fraktion bildet. 

1 Fiir die Bewertung der Starke des Auftretens wasserunléslicher 
Phosphatide und des Farbstoffs im Dialysat wurde von uns folgender 
MaBstab zur Anwendung gebracht: Es bedeuten in der Kolonne 





Wasserunlisliches Phosphatid Farbstoff 


++ Starke Triibung | Tiefrote Lésung 
+ Schwache Tribung | Lichtrote Lésung 
(+) Kaum opaleszent Ganz schwach hellrosa 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 99 
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Diese Befunde, die mit den an anderen Objekten (Aspergillus oryza: 
und Pisum arvense) in friiheren Arbeiten veréffentlichten Anschauunge: 
im Widerspruch zu stehen scheinen, sind so zu erklairen, daB man streny 
zwischen der schon von Hansteen Cranner als unlésliche Fraktion bezeic! 
neten und von uns als Kiweibphosphatidverbindung erkannten Substanz 
und den verschiedenen physikalischen Zusténden des bei allen, auch den 
niedrigsten Temperaturen austretenden léslichen Phosphatidanteils, cde: 
aber durch die mannigfaltigsten Bedingungen voriibergehend in eine 
unlésliche Form gebracht werden kann, unterscheiden muB. Die Eiweil; 
phosphatidverbindung, die von uns schlechtweg ,,unlésliche Fraktion‘ 
genannt wird und erst bei Temperaturen iiber 20° aus den Zellen heraus 
dringt, ist in Wasser stets vollstandig unldéslich, schwer léslich in Pyridin 
und unter teilweiser Zersetzung auch in Alkalien. 

Ob man es bei den im Dialysat auftretenden Suspensionen wirklich 
mit der unléslichen Fraktion in unserem Sinne zu tun hat, kann immer 
nur die chemische Analyse entscheiden. 


In einem weiteren Versuch wurde der Austritt der unléslichen 
Phosphatide quantitativ verfolgt. Als VersuchsgefaB dienten hier 
500 cem fassende Bechergliser, die wihrend der Versuchszeit mit 
Glasplatten tiberdeckt waren. Die, wie bereits friiher beschrieben, 
vorbereiteten Riibenschnitten wurden zu je 250g in die einzelnen Ge- 
faBe verteilt und mit je 400ccm sterilem destillierten Wasser iiber- 
gossen. Der eine Teil der GefiBe wurde nun im Dunkelraum bei 
Zimmertemperatur (15 bis 18°C) stehengelassen, wahrend der andere 
bei 30° C im Thermostaten gehalten wurde. Von 5 zu 5 Stunden wurde 
dann die in den einzelnen GefiBen ausgetretene wasserunlésliche 
Phosphatidfraktion durch Filtration durch einen Glasgooch von dem 
léslichen Anteil getrennt, griindlich gewaschen, schlieBlich in Wasser 
suspendiert und mit n/10 Bleiacetatlésung gefallt. Der Niederschlag 
wurde im Kohlensaurestrom filtriert, mit Wasser und Alkohol gewaschen 
und im Vakuumexsikkator iiber Schwefelséure getrocknet. 


Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht der erhaltenen Werte : 








Tabelle II. 
my | aia sah eee sieeileemaaien icht der Bleifallung in mg a er 
i Stunden Dialysetemperatur 15—18° Dialysetemperatur 30° 

1 5 0 27 

2 10 0 39 

8 15 0 54 

4 20 5 77 

5 25 11 81 

6 30 28 104 

7 35 46 - 

8 | 40 75 148 

9 i} 50 I 3 155 


* Bakteriell verunreinigt. 
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Die Werte der Tabelle sind in Abb. 1 in Kurven dargestellt, die 
deutlich den Anstieg des Austretens der unléslichen Fraktion in Ab- 
hangigkeit von der Temperatur bzw. von der Zeit, nach welcher die 
Fallung stattgefunden hat, zeigen. Es ist ferner zu ersehen, dab bei 
einer 20 Stunden iibersteigenden Dialysedauer auch bei Zimmer- 
temperatur schon unlésliche Phosphatide durch die Zellwande diffun- 
dieren. 

Es muB aber bemerkt werden, da sowoh] die Menge der aus- 
tretenden Phosphatide, als auch das gesamte Verhalten bei der Dialyse 
iiberhaupt bei verschiedenen Riibensorten durchaus ungleich ist. 





200 











2O & 3O 38 


Abb. 1. 

Exosmose von wasserunlislichen Phosphatiden bei verschiedenen Temperaturen 
Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fallung der unlislichen Fraktion in mg. 
Abszisse: Zeit in Stunden. 

| 


Versuchsgruppe 2. 


EinjluB des Lichtes auf den Austritt von wasserunléslichen Phosphatiden 
und Zellfarbstoff. 


Lepeschkin' und Tréndle*® haben bereits vor Jahren gezeigt, daB unter 
der Einwirkung des Lichtes eine Erhéhung der Permeabilitét auftritt, 
die in einer vermehrten Aufnahme der Salze sich kundgibt. Nach Ruhland® 
ist die DurchlassigkeitserhGhung aber keinesfalls fiir alle Stoffe gleich. 
Kaho‘, der den: EinfluB der Belichtung und Verdunkelung auf die Koa- 
gulation von Rotkrautschnitten in Lésungen von Na J und NaBr studierte, 
fand bei Belichtung eine erhéhte Giftigkeit, was von diesem Autor als 
Ausdruck einer unter diesen Bedingungen erhéhten Salzdurchlassigkeit 
gewertet wird. Direkte Beweise fiir die Erhéhung der Salzpermeabilitat 
erbringen Versuche von Hoagland®. Von weiteren Autoren seien noch 
M.M. Brooks*, sowie Blackmann und Paine (1. c.) genannt. 


1 W. W. Lepeschkin, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 26a, 198, 231, 724, 
1908; Beih. z. bot. Zentralbl., Abt. I, 24, 308, 1909. 

2 A. Tréndle, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 27, 71, 1909; Jahrb. f. wiss. 
Bot. 48, 171, 1916; Vierteljahresber. d. Naturforsch. Ges. Ziirich 68, 187, 
1918. 

8 W. Ruhland, Jahrb. f. wiss. Bot. 50, 200, 1911. 

4 H. Kaho, Univ. Dorpatensis, Inst. Bot. 18, 1924. 

5 D. R. Hoagland and A. R. Davis, Journ. gen. Physiol. 6, 47, 1923. 

6 M.M. Brooks, Amer. Journ. Physiol. 76, 190, 1926. 


29* 
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Von allen diesen Forschern ist eine Erhéhung der Durchlassigkei 
der Zellgrenzschichten unter dem EinfluB des Lichtes erwiesen worden 
doch ist die Frage nicht geklart, ob nicht erst sekundire Prozesse, dic 
blo& durch das Licht ausgelést wurden, fiir diese Permeabilitatserhéhung 
verantwortbar zu machen sind. Nach unseren eigenen Versuchen, die an 
anderer Stelle veréffentlicht werden sollen, findet an den in den Zell 
grenzschichten lokalisierten Phosphatiden unter dem Einflu8 des 
Lichtes eine Spaltung statt, die méglicherweise imstande ist, die Ande 
rungen der Durchlissigkeit zu erklaren. Ausfiihrlicher kann hier auf 
die tiberaus komplizierten Verhaltnisse nicht eingegangen werden 


In dieser Reihe wurden als VersuchsgefiBe flache Porzellanschalen 
verwendet; die Vorbereitung der Riibenschnitten erfolgte wie in den 
friiheren Versuchen. Da es sich gezeigt hatte;dals zwischen den im Dunke! 
raum und den im diffusen Tageslicht des Laboratoriums aufgestellten 
Versuchsreihen nur éubBerst geringe Unterschiede in der Menge der aus 
getretenen unléslichen Phosphatide zu verzeichnen waren, wahrend inde 
Farbstoffexosmose tiberhaupt keine Verdinderungen wahrgenommen 
werden konnten, wurden, um eindeutigere Ergebnisse zu erzielen, dic 
Lésungen waihrend der Dauer der Dialyse teils mit elektrischem Licht 
(600 Watt Tageslichtlampe), teils mit einer Quarzlampe (Hanauer Héhen 
sonne) bestrahIt. Die Entfernung von der Lichtquelle betrug im ersten 
Falle 20cm, in letzterem 40cm, so da®B hier ein eventueller Einflu®8 der 
Warmestrahlung kaum mehr zu beriicksichtigen ist. 


Gleichzeitig wurde noch eine Unterteilung des Versuchs vorgenommen, 
indem die Halfte der GefaiBe bei Zimmertemperatur, die iibrigen bei 30° 
gehalten wurden. Der Einflu8B der Bestrahlung war in beiden Versuchs- 
gruppen offensichtlich, wenn auch bei der héheren Temperatur, wo ja 
die Exosmose an und fiir sich schon starker ist, die Durchlassigkeitserhéhung 
der Zellgrenzschichten fiir die unlésliche Fraktion und den Farbstoff be- 
sonders deutlich wird. 


Tabelle III. 





Bestrahlt mit 





Dunkelraum iecciehonihaaiab iat 
elektr. Licht Quarzlampe 
Dialysedauer in Std. . . 24 24 24 24 12* 12* 
Temperatur ...... 17 30 17 30 17 30 
Wasserunldésl. Phosphatide — ++ + ++ + +-+** 
POPU tee. ves ++ (+) $+ +? +++ 


* Die tatsiichliche Bestrahlungszeit betriigt nur etwa die Halfte, da die Lampe von Zeit 
zu Zeit ausgeschaltet werden mufite, um wieder abkiihlen zu kénnen. 
** Das Dialysewasser war vollstindig triib und hatte einen dicken Bodensatz. 


Auch die Bestrahlung der Riibenschnitten vor dem Einlegen in 
die Dialysefliissigkeit hat eine vermehrte Exosmose der unldéslichen 
Fraktion und des Farbstoffs zur Folge. In diesem Falle ist die An- 
farbung und Triibung des Wassers sogar viel starker als friiher, wo die 
Bestrahlung erst wahrend der Dialyse erfolgte. 
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In einem weiteren Versuch wurde auch hier der Austritt der un- 
jéslichen Fraktion quantitativ verfolgt. Die Durchfiihrung war dieselbe 
wie in der fritheren Versuchsgruppe. 

Die bedeutende Erhéhung des Austrittes von unléslichen Phos- 
phatiden und Zellfarbstoff unter dem EinfluB der Belichtung, besonders 
bei der Hanauer Héhensonne, deren Licht bekanntlich reich an kurz- 
welligen Strahlen ist!, wird vor allem an Abb. 2 deutlich, wo die in 
folgenden Tabellen wiedergegebenen Werte graphisch dargestellt sind. 
Es ist an den Kurven sehr schén zu sehen, wie durch die Belichtung 





Abb. 2 
Einfiu§ der Belichtung auf die 
Exosmose von wasserunlis- 
lichen Phosphatiden 
Ordinate: Trockengewicht der 
Pb-Fallung der unlislichen 
Fraktion in mg. 
Abszisse: Zeit in Stunden 
1 600 Watt Tageslichtlampe.! 
Il Hanauer Hiéhensonne 
Lichtperiode. 
-~-- Dunkelperiode. 











die Exosmose der wasserunléslichen Phosphatide ansteigt, bei langer 
dauernder Belichtung ein Maximum erreicht und dann wieder abnimmt. 


Wird jetzt die Dunkelperiode begonnen, so tritt, ehe sich eine rapide 


Abnahme der Exosmose einstellt, anfangs regelmaBig eine Zunahme 
des Austrittes der unléslichen Fraktion ein. 


Eine ahnliche Beobachtung fiir die Exosmose von Elektrolyten stammt 
von Blackmann und Paine (1. c.), die die genaue Verfolgung des zeitlichen 
Verlaufes der Permeabilitaétsinderung bei Belichtung studierten, indem 
sie die Leitfahigkeit des Wassers, in dem sich die belichtete Pflanze (Mimosa 
pudica) befand, maBen. 


1 M. Moldenhauer- Brooks (1. c.) hat den Einflu®8 verschiedener Wellen- 
langen des Lichtes auf die Permeabilitat von Valonia fiir Farbstoffe studiert 
und die ausgepragte permeabilitaétserhGhende Wirkung der kurzwelligen 
Strahlen nachgewiesen. 
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Tabelle IVa. 
Beleuchtungsquelle: 600 Watt Tageslichtlampe, Temperatur: 17° C, 





Dialvsedauer Trockengewicht d. Bleifillung in mg 


Beleuchtung tes oneenie PTS al 
Std. Versuch* Dunkelkontrolle 
3 Belichtet 4 — 
6 FA 4 —_ 
i) i 9 - 
12 = 18 — 
121/, Nach der 12. Std. dunkel 26 — 
14 Ebenso 20 Kaum getriibt 
18 Von der 14. Std. an wieder belichtet 29 


” 


* In diesem und allen folgenden quantitativen Versuchen wurden, falls es nicht anders 
angegeben ist, immer 300 g Riibenschnitten yerwendet. 


Tabelle IV b. 
Beleuchtungsquelle: Hanauer Héhensonne, Temperatur: 17° C. 





Dialysedauer Trockengewicht d. Bleifallung 


Beleuchtung 


Std. mg 
3 Belichtet 12 
6 a 14 
9 a 15 
12 “ 28 
15 a 37 
151/, Nach der 15. Std. dunkel 46 
161/, Ebenso 35 
18 “ 36 
21 Von der 18. Std. an wieder bestrahlt 43 
213), Wieder dunkel 59 
24 Ebenso 56 


Versuchsgruppe 3. 
EinfluB von Salzen auf den Austritt von wasserunléslichen Phosphatiden 
und Zellfarbstoff. 


Anderungen des chemischen Milieus nehmen unter den duBeren 
Faktoren, die die Durchlassigkeit der Zellgrenzschichten beeinflussen, 
eine besonders wichtige Stellung ein. Doch ist die Salzpermeabilitaét in 
Lésungen von Einzelsalzen und Salzgemischen wesentlich verschieden, 
da sich gezeigt hatte, daB die in Lésungen der Alkalisalze beobachtete 
Salzaufnahme durch Zusatz zwei- und mehrwertiger Salze vermindert 
oder vollstandig gehemmt werden kann (Osterhout', Netter*, Lundegardh 
und Mordvek® u. a.). 


Es wurde auch schon erwahnt, daB bereits Hansteen Cranner (I. c.) 
den EjinfluB verschiedener Salze auf die Permeabilitét studierte, indem 


1 W.J.V.Osterhout, Zeitschr. f. physik. Chem. 70, 408, 1909; Science, 
N.S. 84, 187, 1911; 35, 112, 1912; 836, 350, 1912; 44, 395, 1916; Journ. 
of gen. Physiol. 8, 145, 1920; 8, 415, 1921; und in vielen anderen Arbeiten. 

2 H. Netter, Pfliigers Archiv 198, 225, 1923. 

3 H. Lundegardh und V. Mordvek, diese Zeitschr. 151, 296, 1924. 
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er die GréBe der Exosmose von wasserunléslichen Phosphatiden in ver- 
schiedenen Salzlésungen feststellte. Dabei ergab sich, daB diese gemaB 
der Reihe K < Mg < Ca gehemmt wird. 

Raber! stellte durch Leitfahigkeitsmessungen auch eine spezifische 
Wirkung der Anionen auf die Permeabilitét von Laminaria fest, bei der 
die Wertigkeit eine wesentliche Rolle spielt. Der Widerstand nimmt namlich 
nach der Reihe 


J, Br, SCN, Cl, NO,, — Acetat, SO,, — Tartrat, Phosphat, Citrat 


in steigendem Mabe ab, was als Zeichen der zunehmenden Permeabilitat 
des Protoplasmas zu werten ist. Eine ahnliche Reihe werden wir auch 
bei unseren Versuchen sehen. 

Wie Beneke*® und Sziics* zeigen konnten, besteht nicht nur zwischen 
ein- und zweiwertigen Salzen ein Ionenantagonismus, der zu einer Herab- 
setzung der Permeabilitét in dem Salzgemisch fiihrt, sondern auch das 
Eindringen von Schwermetallsalzen wird durch andere Salze beeinfluBt. 

Auf die bemerkenswerten Beziehungen von Alkali- und Erdalkaliionen 
verschiedener Konzentrationen zu den léslichen und unléslichen Phos- 
phatiden haben neben Hansteen Cranner auch schon Grafe und Magistris 
(1. c.) hingewiesen. Es hat sich gezeigt, daB Alkali- (und Mg-) Ionen das Aus- 
treten wasserunléslicher Phosphatide aus der Zelle in die Dialysier- 
fliissigkeit beférdern, Erdalkalien aber hemmen. Damit gehen die Ver- 
anderungen durch Temperaturainderungen parallel und fiir die Wirkungen 
sind Anion und Kation additiv maBgebend, wie Kaho (1. c.) in einer Reihe 
von Arbeiten gezeigt hat. 

Es wurden nun zunichst n/100, n/50 und n-Lésungen von KCl, 
CaCl, und MgCl, verwendet und die Riibenscheiben teils bei Zimmer- 
temperatur, teils bei 30° mit je 300 ccm Wasser dialysiert. Es mu8 
noch erwihnt werden, daB die Scheiben nach der bereits friiher be- 
sprochenen griindlichen Reinigung vorsichtig zwischen Filtrierpapier 
von anhingendem Wasser befreit und dann sofort in die Versuchs- 
fliissigkeit gebracht wurden. Wurden sic wahrend des Versuchs in 
andere Salzlésunger. oder in reines Wasser tibergeftihrt, so wurden sie 
erst mit der betreffenden neuen Lisung bzw. mit reinem Wasser vor- 
sichtig, aber griindlich gereinigt. ; 

Aus den Versuchen war zu ersehen, daB in der Kalteserie die beiden 
n/100 und n/50 Lésungen von KCl und CaCl, selbst wahrend einer 
54stiindigen Versuchszeit ganz klar und farblos verblieben, nur die n/100 
Mg Cl,-Lésung hatte einen kaum merkbaren rétlichen Farbton angenommen. 
Die n-Lésungen hielten sich zwar auch ganz klar, bekamen aber schon 
nach 15 Stunden eine bleichrote Farbe, die sich allerdings im weiteren 
Verlauf der Dialyse nicht mehr verstarkte. 

Bei 30° verhielten sich die n-Lésungen im allgemeinen so wie in der 
Kalte, ebenso die n/50 Lésungen von CaCl, und MgCl,. Doch wurde die 
n-Lésung von KCl etwas triibe und rot. Die schwacheren KCl-Lésungen 
waren nach 24stiindiger Versuchszeit fast undurchsichtig und weinrot. 


1 0. L. Raber, Journ. of gen. Physiol. 2, 535, 1920. 

2 W. Benecke, Ber. Deutsch. bot. Ges. 25, 322, 1907. 

3 J. Sziics, Sitzungsber. d. Akad. Wien, Math.-naturwiss. KI. I, 119, 
737, 1910; Jahrb. d. Bot. 52, 85, 1912. 
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Die Riibenscheiben hatten aber auch hier, wie iiberall in den schwachen 
Lésungen, ihre frische rote Farbe und volle Turgeszenz bewahrt. In den 
n-Lésungen waren sie dagegen iiberall plasmolysiert und weich geworden. 
Diese Befunde stimmen vollkommen mit den Angaben von Hanstee) 
Cranner iiberein. 


In einem weiteren Versuch wurden die Riibenschnitten nach mehr 
stiindiger Dialyse in andere Salzlésungen iibertragen und wieder der 
Austritt der unléslichen Fraktion und des Farbstoffs vermerkt. Folgende 
Tabelle gibt eine Ubersicht der dabei erhaltenen Resultate: 


Tabelle V. 





Nach 24stiindiger Dialyse bei 30° C in Lésungen 

















ae ae ee eae ee ze 
< & = = $3 $s = == 
= Ps = = g £ a = 
Wasserunlodsliche | 
Phosphatide . | (+) == ++ (4+)' 44+ > 44+ 44 — + 
Farbstoff. . . . | (+) + ++ , ++ {++i ++ - + 
Nach weiteren 24 Stunden bei 30°C in Léisungen 
Bh hie fe oe ee ee ee ee 
SeSibe hee PS] ad ee fae 
Wasserunlsliche 
Phosphatide . + — | t+) + 1+) | — tt] Oe 
Farbstoff. . . . (+) + ++ + | (+) — t+ + | — 
Nach weiteren 12 Stunden bei 30°C in Lésungen 
= = = = = = 5 Sa | mo 
33 “3 oi oi “a os < M~ 2s 
D nD gv. LD vA v | — | -= 
= = = = = = + ae 
T 
{} 
Wasserunldésliche | 
Phosphatide . | (+) — | — — ++ — | (4+) < — 
Farbetof. . . . |} ++ ++/— — ++) ++} (+) me “+ 


Die Reihe der fallenden Kationen lautet also auch hicr in voller 
Ubereinstimmung mit den Befunden von Hansteen Cranner und den 
von uns an anderen Objekten erhobenen Erfahrungen: Ca > Mg > K. 

Aus vorstehender Tabelle ist ferner zu ersehen, daB die Ca-Ionen 
die unléslichen Phosphatide in den Zellen gefiallt hatten, so da® sie nur 
in sehr beschranktem MaBe in die Dialysierfliissigkeit herausdringen konnten, 
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imit waren die Zellen aber auch fiir den Farbstoff undurchlassig. Die 

K-Ionen hatten dagegen keine derartige Fallung bewirkt; im Gegenteil, 
in den KCl-Lésungen waren bald groBe Mengen unléslicher Phosphatide 
zugegen und gleichzeitig damit erfolgte auch immer ein reichlicher Farb- 
stoffaustritt. 

In den schwachen Konzentrationen, in denen keine Fallung erzeugt 
wird, verhindern die K-Ionen auch vollstiindig die Fallung mit Ca-Ionen. 
Denn die n/100 Lésungen von aquivalenten Mengen KCl und CaCl, wurden 
bald ebenso stark triibe und rot wie die reine n/100 Lésung von KCl. 
Wurden die Riibenscheiben aus der n/100 KCl-Lésung, nach vorhergehendem 
sorgfaltigen Waschen mit Wasser, in eine n/100CaCl,-Lésung oder aus 
einer solchen Lésung in eine n/100 Lésung von KC! tibergefiihrt, so ver- 
mochten die Ca-Ionen weder das Heraustreten der unléslichen Fraktion 
noch auch des Zellfarbstoffs zu verhindern, und die K-Ionen férderten 
ein solehes in reichlichem Mabe. 

Aus der Tabelle ist auch ersichtlich, daB das Austreten der unldslichen 
Phosphatide und des Farbstoffs ein vollkommen reversibler Vorgang ist. 

Tabelle VI zeigt die Wirkung einiger Metallsalze auf die Durch- 
lassigkeit der Zellgrenzschichten fiir die unlésliche Fraktion und den 
Zollfarbstoff. 

Tabelle VI. 





Lisungen : n/100 Pb-Acetat n Pb-Acetat n50 CdCl, 


Temperatur . . 17 30 17 30 
Wasserunloésliche 
Phosphatide . (+) 


Farbstoff. . . . ob + 





00 /100 ee ee 50) 
Lisungen : hich, - NOs n/50 Cu(N Og)o ene ', 
Temperatur . . 30 30 17 30 30 30 
Wasserunlisliche 


Phosphatide . +) 


ae (+) oe + “po 
Farbstoff. . . . _ (+) (+) ++ 


«fl. + 
Um cin Bild iiber cie tatsachich ausgotretene Menge der unloslichen 
Fraktion zu gewinnen, wurde in n/50 Lésungen von verschiedenen 
Chloriden durch die Ausfallung mit Bleiacetat eine quantitative Be- 
stimmung vorgenommen. Die erhaltenen Resultate gibt folgende 
Tabelle wieder: 
Tabelle VII. 


Dialysedauer: 24 Stunden, Temperatur: 30° C. 





n/50-Lisungen der Chloride von 


NH,| K Na | Li | Rb | Ca | Mg| Sr| Ba 


Gewicht der Pb- 

Fall. d. unldsl. 

Fraktion. . . 188 154 101 167 + 63 100 46° 36 
Farbstoff im 

Dialysat . . +- Be et tt tH) ot Ft 
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Nimmt man das Trockengewicht der durch Bleiacetat ausgefillt«1 
unléslichen Fraktion als MaSstab fiir die Menge der ausdialysierte: 
unléslichen Phosphatide und vergleicht diese Menge bei den verschieden« 
Kationen, so erhilt man folgende Reihe: 


K > NH, > Rb > Na > Li, Mg > Cu > Ca > Sr, Fe” > Ba. 

In einem weiteren Versuch wurde der Austritt der unléslich: 
Fraktion in n/50 Lésungen verschiedener Salze von 5 zu 5 Stunde: 
quantitativ verfolgt und so ein Bild iiber den zeitlichen Verlauf de1 
Phosphatidexosmose gewonnen. Die Ergebnisse veranschauliche: 
Tabelle VIII und Abb. 3. 


Tabelle VIII. 
Temperatur: 30° C, 





Gefiallt nach mg-Trockengewicht der Bleifillung in den Lisungen 
Stunden 


n/50 NaCl n50 KCl n/50 Mg Cl, n/50 CaCl, n/50 K Cl + n/50 CaCl, 


5 22 24 19 5 15 

















10 31 37 25 11 20 
15 48 56 37 17 32 
20 60 76 42 24 42 
25 85 98 61 29 53 
30 111 121 83 41 76 
35 157 169 97 65 84 
T —- | 
| z 
| | | 
75at--——-+ + 
| 
00} a | t ro 
| ‘ 
pe ilies, So ae Ma 
} 
| 
| | 
ie L i l | L 
0 70 20 re / 40 
Abb. 3. 


Einfluss ’verschiedener Salzlisungen auf die Exosmose von wasserunlislichen Phosphatiden 
Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fillung der unlislichen Fraktion in mg. 
Abszisse: Zeit in Stunden. 

1 n/50 NaCl, I n/50 KCl, LI n/50 MgClg, IV n/50 CaCl, V n/50 KCl + n/50 CaCl, 


; Der EinfluB der Anionen auf das Herausdiffundiercn der wasser- 
unléslichen Phosphatide und des Zellfarbstoffs ist ebenfalls sehr charak 
teristisch. 
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Tabelle IX. 
Dialysedauer: 24 Stunden, Temperatur: 17° C. 





n/50-Lésungen der K-Salze von 


4 PU, Acetat Citrat 


Gewicht der Pb- 

Fall. d. unlésl. 

Fraktioninmg 92 104 97 198 46 39 
Farbstoff im 


Dialysat. . . ++/+4+/4++/4++ 4+ 


Es ergibt sich somit fiir die Anionen folgende, nach abnehmender 
Phosphatidexosmose geordnete Reihe: 


NO, > Br > J >CI>CNS, Acetat > SO, > PO, > Tartrat > Citrat. 


In den beiden von uns aufgestellten Reihen ist die Reihenfolge 
der Basenradikale genauer als die der Saureradikale, was in erster Linie 
darin seinen Grund hat, daB der Unterschied in der Menge der aus- 
getretenen unléslichen Fraktion im ersten Falle deutlicher ist. 

In einigen Versuchen, besonders bei NO,, Br und Cl, muB eine Ab- 
spaltung von Fettséuren angenommen werden, da die Dialysate an der 
Oberflache ein feines fettiges Haéutchen aufwiesen. Diese Mdéglichkeit 
einer chemischen Veranderung des Phosphatidmolekiils beeintrachtigt 
natiirlich die Versuchsergebnisse in ganz erheblichem Mabe. Die Wirkung 
der Kationen hingegen ist mehr auf eine Verinderung des physikalischen 
Zustandes beschrankt; ob es sich bei der verdichtenden Wirkung der Ca- 
und Ba-Ionen um eine Verbindung mit dem Phosphatid in chemischem 
Sinne handelt oder um eine Niederschlagsreaktion, kann nicht entschieden 
werden !, 


Versuchsgruppe 4. 


EinfluB von Sduren und Laugen auf den Austritt von wasserunléslichen 
Phosphatiden und Zellfarbstoff. 


Bei den von vielen Autoren vorgenommenen Studien tiber die Permea- 
bilitat der Pflanzenzelle fiir Alkalien und Sauren ist wiederholt die physio- 
logische Bedeutung dieser Versuche angezweifelt worden, weil schon in 
Lésungen von Einzelsalzen sicherlich Schaédigungen der Zellen auftreten, 
die selbstversténdlich die Permeabilitaét beeinflussen. Auch wir haben 
in der vorhergehenden Versuchsgruppe auf diese Méglichkeit und die 
dadurch bedingte Beeintrachtigung der Versuchsergebnisse hingewiesen. 
Dies gilt natiirlich in erhéhtem Mabe fiir Versuche mit so differenten 
Substanzen wie Saéuren und Laugen. 

Vor allem ist an eine Denaturierung der in den Zellgrenzschichten 
anwesenden Phosphatide zu denken. Die iiberaus grobe Labilitat dieser 
Stoffe ist ja schon von vielen Forschern besonders hervorgehoben worden. 
Wir selbst hatten bei unseren Untersuchungen des 6fteren Gelegenheit, 


1 Vgl. zu dieser Frage: W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 181, 
1902; O. Porges und E. Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 
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die Wirkung sowohl von Saéuren als auch Alkalien auf isolierte Phosphati:ic 


eingehend zu beobachten. Es findet selbst schon in schwachen Konz 
trationen eine Denaturierung des Molekiils statt, indem es zu einer A 
spaltung von Fettséuren kommt. Laugen sind hierbei wirksamer als Séure; 


Ferner tiben Saéuren und Alkalien auch eine Wirkung auf den Lésun; 


zustand der unléslichen Phosphatide aus. Wahrend namlich alle Minera|- 
sduren in stirkeren Konzentrationen die in Wasser suspendierte unlésliche 
Phosphatidfraktion fallen, lésen Kali- und Natronlauge sie sofort ganz aut. 


Es wurde nun zunachst der EinfluB von verschieden starkey 
Lésungen von Mineralsiiuren auf die Exosmose von wasserunléslichen 
Phosphatiden und Zellfarbstoff untersucht. 

Riibengewicht: 250g, Dialysedauer: 24 Stunden, Temperatu: 
30°C. 

Tabelle Xa. 





H Cl-Konzentration : nO n 100 n/200 n/400 n/800 n/1600 n/3200 


Gewicht der Pb-Fallungen 








derunldsl. Fraktioninmg | 86 75 102 93 88 114 121 
Farbstoff im Dialysat . . || + t t Tl ra ++ r+ 
Tabelle X b. 
H2 8 O4-Konzentration : n/50 n/100 n/ 200 n/400 n/800 n/1600 |) n/3200 
Gewicht der Pb-Fallungen 
der unlésl. Fraktion inmg 96 95 84 117 78 107 119 
Farbstoff im Dialysat . . aa ++ /)/++ 44 ++ Sea ++ 
Tabelle X ce. 
H N O3-Konzentration : nj50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 | 1/3200 
Gewicht der Pb-Fallungen 
der unl6sl. Fraktion in mg 77 126 94 142 132 97 116 
Farbstoff im Dialysat . i oe ibe map oe ae eee Fils te as gee PP ce rt 


Es ist auffallend, daB die Menge der ausdialysierten unléslichen 
Phosphatidfraktion bei den verschiedenen HCl- und H,S0O,-Konzen- 
trationen keine groBen Differenzen aufweisen. Im letzten Versuch 
sind offenbar in den stérkeren Konzentrationen durch die 24stiindige 
Einwirkung der Salpetersaure in einigen Fallen Veranderungen in den 
Phosphatidkomplexen eingetreten, wodurch die groBen Schwankungen 
in den von uns erhaltenen Werten erklarbar waren. 


Bei dem HCl-Versuch wurden in den einzelnen Konzentrationen 
die py-Werte bestimmt. Es zeigten sich auch hierbei nur geringe 
Differenzen, die zwischen py 4,88 bei n/50 HCl und py 4,42 bei n/3200 
HCl liegen. Die py-Regulierung wurde wahrscheinlich durch die H 
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|onenadsorption durchgefiihrt!. Ahnliches wurde auch schon von 
Herik? bei Dialysaten aus Erbsensamen beobachtet. 

Die Starke der Phosphatidexosmose hangt von der Konzentration 
der Saurelésung ab. Innerhalb gewisser Grenzen ist der Austritt der 
unléslichen Fraktion und des Farbstoffs um so stirker, je héher die 
Konzentration der Saure ist. Diese Verhaltnisse sind aus nachfolgender 
Tabelle besonders deutlich zu ersehen. Gleichzeitig bemerkt man, 
daB bei den starken Sauren bald ein Maximum der Exosmose erreicht 
wird und da’ eine weitere Konzentrationssteigerung kein stirkeres 
Austreten der unléslichen Phosphatide bewirkt, sondern daf dieses 
im Gegenteil sich verringert. Bei der graphischen Darstellung wird 
dieses Verhalten durch die Kurven ersichtlich, die zuerst ansteigen, 
ein Maximum erreichen und dann wieder abfallen. Im Gegensatz 
zu den starken Sauren ist es bei der Essigsiure und anderen schwachen 
Siuren nicht méglich, einen Punkt zu erreichen, iiber den hinaus eine 
weitere Konzentrationsvermehrung eine Verminderung der Phosphatid- 
exosmose herbeifiihrt. 

Tabelle XI. 


Dialysedauer: 24 Stunden, Temperatur: 20 bis 25°C. 





. Gewicht der Pb-Fallung der unléslichen Fraktion in mg 
Konzentration der Sture t 


Salzsiiure Salpetersiiure | Essigsiure | Schwefelsiure 


10cem n/50 + 240 com H,O 36 é 14 19 
n/50 + 230 , i 48 3! 21 19 
n/50 + 220 , 46 19 28 
n/50 +210 , 55 96 26 31 
n/50 + 200 , 81 2: 43 29 
n/b0 + 190 113 50) 45 
n/50 + 180 ‘s 117 ( 57 63 
n/50 + 170 126 i 68 — 
n/50 + 160 \ 134 ( 86 84 
n/50 + 150 128 — 105 
n/50 + 140 114 99 . 119 
n/50 + 130 107 ; 97 
n/50 + 120 119 ag 

” n/50+110 © 93 121 102 
oi ee 107 138 86 


* Proteinaustritt, Zellen tot. 


In einem weiteren Versuch wurden verschiedene organische Sauren 
qualitativ auf ihre Wirkung, die sie dem Austritt der unléslichen Phos- 
phatide und des Farbstoffs gegeniiber entfalten, untersucht. Die 
Unterschiede bei den einzelnen Saéuren waren wenig ausgepragt. Ein 
charakteristischer Einflu8 der Lange der C-Kette oder der Anzahl der 


1 V1. Ulehla, Protoplasma 3, Heft 4, 469, 1928. 
2 F. Hercik, diese Zeitschr. 198, 81, 1928. 
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COOH-Gruppen konnte nicht festgestellt werden, so daB wir von eine: 
Wiedergabe der Tabellen Abstand nehmen. 
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Abb. 4. 
Einflufi verschiedener Stiuren auf die Exosmose von wasserunlislichen Phosphatiden 
bei steigender Konzentration. 
Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fallung der unlislichen Fraktion in mg 
Abszisse: Stiurezusatz in ecm. 
I Salzsiure, Il Salpetersiure, Il Essigsiure, IV Schwefelséure. 


Fiir die Permeationsgeschwindigkeit verschiedener Sauren ist in erster 


Linie die H-Ionenkonzentration entscheidend. Starke Saéure permeieren 
im allgemeinen wesentlich langsamer als schwache, doch muB dabei imme: 
mit einer im Versuch auftretenden Zellschidigung gerechnet werden. 


..Fiir die Reihenfolge der organischen Séuren |aBt sich allerdings kein sicherer 


Grund angeben, da sie weder mit der Dissoziation, der Oberflachenaktivitat, 


der Molekulargr6Be usw. zusammenhangt. Es deutet dies vielleicht darauf 
hin, daB eine physiko-chemisch begreifbare RegelmaéBigkeit wohl nur 


dann erwartet werden kann, wenn der die Permeationsgeschwindigkeit 
komplizierende Faktor der Zellschadigung ausgeschaltet ist‘‘ (@ellhorn). 

In Lésungen einer Lauge geben die Riibenscheiben mehr Farbstoff 
an die Dialysefliissigkeit ab als in reinem Wasser oder in der Lésung 
einer Séure. Die Menge der austretenden unléslichen Fraktionen kann 
schwer verfolgt werden, da, wie bereits erwihnt, diese Eiweif-Phos 
phatidverbindung in Alkalien léslich ist. Doch ist der Austritt auch 
in gleich konzentrierten Lésungen verschiedener Laugen verschieden 
groB. Bis zu einer gewissen Grenze findet auch bei den Alkalien paralle! 
der Steigerung der Konzentration eine Steigerung der Exosmose statt. 
Doch sind die von uns, bei der quantitativen Verfolgung dieser Tat- 
sachen, erhaltenen Werte infolge der offensichtlichen Verainderungen 
der Phosphatide recht schwankend, so daB wir von einer Wiedergabe 
unserer Versuchsprotokolle Abstand nehmen wollen. Wie bei den 
Sauren die Essigsdure, so bildet hier NH,OH eine Ausnahme, indem 
auch bei andauernder Steigerung der Konzentration keine Abnahme 
der Phosphatidexosmose bemerkt werden konnte. 
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Vergleicht man endlich die Menge der ausdialysierten Phosphatide 
n Saéure- und Alkalilésungen, welche die gleiche Wasserstoff- bzw. 
Hydroxylionenkonzentration besitzen, so zeigt sich, daB die Abgabe 
der unléslichen Fraktion in der Saurelésung schwacher als in der gleich 
konzentrierten Alkalilésung ist?. 

Es sei nun die interessante Tatsache besprochen, da} die Zugabe 
irgendeines Salzes zur Saure- oder Basenlésung die Menge der heraus- 
diffundierenden Phosphatide vermindert. Die Ausnahmen von dieser 
tegel bilden jene Salze, die mit den Sauren Fallungsreaktionen geben. 
Wird z. B. BaCl, einer H,SO,-Lésung zugesetzt, so wird dadurch die 


Exosmose vermehrt; dies aus dem Grunde, weil sich unlésliches Ba SO, 


bildet und ausfallt, wahrend gleichzeitig HCl entsteht, in welcher die 
Permeabilitat fiir die unléslichen Phosphatide gréBer ist als in einer 
gleich konzentrierten H,SQ,. 

Diese Tatsache veranschaulicht folgende Tabelle, aus der auch 
ersichtlich ist, da die Konzentration des zugesetzten Salzes wesentlich 
ist. Je héher diese naimlich ist, um so mehr wird der durch die Saure 
geférderte Austritt der unléslichen Fraktion wieder gehemmt. Setzt 
man eine geniigende Menge des Salzes zu, so kann die Wirkung der 
Saure (oder Lauge) anniahernd vollkommen unterdriickt) werden. 


Tabelle XII. Dialysedauer: 24 Stunden, Temperatur: 25° C. 





Gewicht der Pb-Fallung der unlisl. Fraktion in mg 
Konzentration der Lisung oainas 
KCl MgClg CaCl, | (NHg)gSO, KJ 


100 cem n/50 HCL + 100 cem m/2 
Salzlosung. . . Et 4 44 
100 cem n/50 HCl + 100 ce *m : m/4 
Salzlosung. . fs 
100 cem n/50 HCL + - 100 ce m m/8 
Salzlosung. . 
100 cem n/50 HCl - 100 cem m/16 
ES oe ee 82 
100 cem n/50 HCl + 100cem m/32 
RS oe So gk yin «eS 106 


Nichtelektrolyten mangelt im Gegensatz zu den Elektrolyten 
die Fahigkeit, durch ihre Gegenwart die Exosmose von unléslichen 
Phosphatiden in basischen oder sauren Lésungen herabzusetzen. 

Eine besondere Besprechung verdienen die Wirkungen von CO, 
und H,8 auf den Austritt der unléslichen Fraktion und des Zell- 
farbstoffes. 


1 Selbstverstandlich gilt diese Beobachtung nur fiir Alkalilésung 
von solch niedriger Konzentration, daB die unléslichen Phosphatide dadurch 
nicht aufgelést werden. 
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Aus Versuchen von Jacobs', Osterhout? und anderen Autoren wissen 
wir, daB CO, iiberaus rasch in die Zellen permeiert. Fiir beide Sauren 
wird angenommen, da sie im wesentlichen als undissoziierte Molekiile 
in die Zellen eintreten. Hansteen Cranner betonte bereits, dali CO, im 
Dialysewasser den Farbstoffaustritt stark beférdert und einen solchen 

ohne gleichzeitiges Heraustreten von unldéslichen Phosphatiden 
auch bei solchen niedrigen Temperaturen veranlaBt, bei welchen sonst 
nie die Farbstoffe ausgeschieden werden. 


Tabelle XIII. 
Dialysedauer: 12 Stunden. 





Mit CO,* | Mit COg* | Ohne CO, | Ohne CO, 


Temperatur . . Sear 17 30 17 30 
Wasserunlésliche P hosphatide phe) (+) a = 
WN oh ga as fog ads ge (+) + _- (+) 
Nach weiteren 24 Stunden unter denselben Bedingungen. 
Temperatur . . Te ca 17 30 17 30 
Wasserunlisliche P hosphatide eget — ++ _ ++ 
POE is tap Usain eerie eas. L3 ++ ++ = ++ 
Nach weiteren 24 Stunden, iiberall destilliertes Wasser ohne C Og. 
Temperatur . ee 17 17 17 17 
Wasserunlisliche Phosphatide Saag! - —_ _ “ 
ne ae Oe ee Gk a ENC g Pa eee — — — — 
Nach weiteren 12 Stunden, erneuertes Wasser ohne COy. 
Temperatur . yee 30 17 30 17 
WwW asserunlisliche Phosphatide SMe ra + — ++ _ 
II aici crs tas Gioaieta cs aa Als hp _ ++ - 


* Es wurde in das Dialysewasser CO2-Gas bis zur Sittigung eingeleitet. 


Dem CO, fast véllig analog verhalt sich auch H,8. Doch ist in diesem 
Falle nicht nur der Farbstoffaustritt, sondern auch die Exosmose wasser- 
unléslicher Phosphatide auBergewohnlich stark. Von der Wiedergabe des 
Versuchsprotokolls wotlen wir absehen. 


sowohl der durch CO, und H,S hervorgerufene starke Phosphatid- 
und Farbstoffaustritt, als auch die schon bei niedrigen Temperaturen 
eintretende Farbstoffexosmose, waren mit der Uberfiihrung der Gewel: 
in kaltes destilliertes Wasser vollstdindig reversible Vorgdnge. 


Es wurden von uns auch Versuche nach der Richtung unternommen, 
ob lediglich das undissoziierte H,S-Molekiil in die Zelle eindringt und eine 
Anderung der Permeabilitat bewirkt. In Anlehnung an eine Versuchs- 
anordnung von Osterhout (l.c.), der gefunden hat, daB bei Variation des 
Mediums von pq 5 bis 10 durch die bei stark alkalischer Reaktion ein- 
tretende vollstandige Dissoziation kein H,S in den Zellsaft gelangt, wahrend 
in saurem Medium entsprechend dem fast vélligen Fehlen der Dissoziation 
die Konzentration von H,S im Zellsaft fast die gleiche ist wie in der Um 





M.H. Jacobs, Amer. Journ. Physiol. 51, 321, 1920; 58, 457, 1920. 


2 J. V. Osterhout, Journ. of gen. Physiol. 8, 131, 1925. 
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vebungsfliissigkeit, versuchten auch wir die Wirkung von H,S bei Variation 
ler py der Dialysefliissigkeit zu studieren. Ein eindeutiges Ergebnis konnte 
iber nicht erzielt werden, da durch die alkalische Reaktion des Mediums 
selbst schon eine Verainderung, wenn nicht gar Schadigung der Zellgrenz- 
schichten herbeigefithrt wird und infolgedessen auch die Phosphatid- 
exosmose nicht richtig beurteilt werden kann. Immerhin hat sich aber 
auch schon bei schwach alkalischer Reaktion gezeigt, dal H,S keine 
Wirkung mehr auf den Austritt der unldéslichen Fraktion und des Zell- 
farbstoffs auszuiiben scheint, da die Dialysate auch unter Verhaltnissen 
klar blieben, bei denen sie sonst immer die triibende Suspension oder eine 
hellrote Farbe zeigten. Ob diese Erscheinung aber tatséchlich auf die 
Dissoziation des H,S8 bei alkalischer Reaktion oder aber auf andere Um- 
stande zuriickzufiihren ist, kann von uns nicht entschieden werden. 


Versuchsgruppe 5. 
EinfluB verschiedener chemischer Stojfe auf den Austritt von wasserunloslichen 
Phosphatiden und Zellfarbstoff. 
A. Koérpereigene Stoffe. 


In erster Linie interessiert hier das Verhalten der Zucker, da dieselben, 
speziell Saccharose, vielfach zur Auslésung einer unschadlichen Plasmolyse 
verwendet werden. Die von mehreren Autoren! ausgesprochene Ansicht, 
da die unveranderte Plasmolyse die Impermeabilitaét des Rohrzuckers 
beweist, kann kaum aufrecht erhalten werden. Neben der groBen physio- 
logischen Bedeutung, die den Zuckern im Haushalt der Zeller zukommt, 
und die es schon wahrscheinlich macht, daB diese die protoplasmatischen 
Grenzschichten passieren kénnen, liegen auch direkte Beweise fiir eine 
geringe Permeabilitaét fiir Rohrzucker, Traubenzucker und Fructose von 
Ruhland*, Fitting? und Héjler* vor. 

Hansteen Cranner hat auf Grund seiner Versuche zur Ausfallung 
von Phosphatidfraktionen durch n-Lésungen von Salzen und Zucker® 
(plasmolysierenden Lésungen) vermeint, dais durch diese Lésungen eine 
vermehrte Exosmose von unldéslichen Phosphatiden stattfinde bzw. die 
unlésliche Fraktion nachtraglich im Dialysat aus der léslichen gebildet 
werde. Die von uns vorgenommene Nachpriifung hat aber folgende Tat- 
sachen ergeben, auf die bereits friiher hingewiesen wurde und die streng 
auseinander zu halten sind. Es mu8 zwischen der unléslichen Phosphatid- 
fraktion (EiweiB-Phosphatidverbindung) und den verschiedenen physi- 
kalischen Zusténden der léslichen Phosphatidfraktion wohl unterschieden 
werden. Durch n-Lésungen von Traubenzucker und K,SO, wird nun ein 
Teil der léslichen Fraktion ausgeflockt und triibt das Dialysat, was das 


_ 


Vorhandensein der unléslichen Eiwei8-Phosphatid-Verbindung vortauscht. 


1 E. Overton, Vierteljahrschr. d. Naturforsch. Ges. Ziirich 40, 159, 
1895; W.A. Beck, Protoplasma 1, 16, 1926. 

2 W. Ruhland, Jahrb. d. Bot. 50, 200, 1911. 

3 H. Fitting, ebendaselbst 57, 553, 1917. 

4 K. Héfler, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 36, 414, 1918; Planta 2, 
454, 1926. 

5 B. Hansteen Cranner, Weitere Beitrage zur Biochemie und Physiologie 
der pflanzlichen Zellphosphatide. Vorlaufige Mitteilung. Soertryk av 
Meldinger fra Landbrukshgiskole. Oslo 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 214. 30 


. 
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Deshalb auch die irrtiimliche Beobachtung von Hansteen Cranner. Dic 
von uns schlechtweg ,,unlésliche Fraktion‘‘ genannte Eiweif-Phosphatid- 
verbindung stellt einen eigenen chemischen Kérper dar und kann sich 
deshalb nicht aus der léslichen Fraktion bilden. Diese unter gewéhnlichen 
Umstanden leicht in Wasser lésliche Phosphatidfraktion kann nun ebenfalls 
durch plasmolysierende Salz- und Zuckerlésugen, sowie auch durch andere 
Faktoren (z. B. tiefe Temperaturen) in einen in Wasser unléslichen Zustand 


iibergefiihrt werden, der aber vollkommen reversibel ist, wahrend dic 


EiweiB-Phosphatidverbindung immer in Wasser vollstaéndig unldslich ist. 

Um zu entscheiden, welcher der beiden Phosphatidfraktionen eine 
im Dialysat auftretende Suspension angehért, mu entweder ein chemischer 
Nachweis von Eiweif8 oder EiweiS8spaltprodukten gefiihrt werden, was 
aber in Anbetracht der geringen Mengen meistens nur sehr schwer ode: 
iiberhaupt unmdglich sein wird, oder aber es mu8B nachstehendes Verfahren 
angewendet werden: Das triibe Dialysat wird durch einen Glasgooch 
filtriert und die Suspension sorgfaltigst mit gesaittigter K,SO,-Lésung 
gewaschen, in der ja beide Fraktionen unldéslich sind. Nun wird der Riick- 
stand in 500 cem 30gradigem Wasser ausgeriihrt und mindestens wahrend 
einer Viertelstunde durch ein Riihrwerk fein verteilt. Dann wird wiede1 
filtriert, mit warmem Wasser nachgewaschen und im Filtrat auf organischen 
P gepriift. Ist solecher im Abdampfriickstand des Filtrats nachzuweisen, 
so lag urspriinglich die lésliche Phosphatidfraktion in unléslichem Zustand 
vor. Bleibt auf der Nutsche ein ungeléster Riickstand, der organischen P 
enthalt, so haben wir die unlésliche EiweiB-Phosphatidverbindung vor uns. 


Nach dem eben Gesagten liegt der Gedanke nahe, daB bei Ver- 
suchen mit plasmolysierenden Zuckerlésungen der in die Zelle diffun- 
dierende Teil dort ebenfalls die léslichen Phosphatide ausflockt und 
durch diese ,,Verdichtung‘‘ des Protoplasmas erst Anderungen in der 
Permeabilitét hervorruft. 


Eine ausfiihrliche Besprechung des Verhaltens der Phosphatide bei 
der Plasmolyse soll an anderer Stelle erfolgen. 

Hier sei nur noch dis biologisch wichtige Wirkung der Zuckei auf 
das Wasserbindungsvermégen der Zellkolloide erwahnt. Wir haben gesehen, 
dai das bloBe Einlegen der Gewebe in Wasser geniigt, um eine starke 
Quellung zu veranlassen und daB gleichzeitig mit der vermehrten Wasser- 
bindung der Zellkolloide eine starke Exosmose von unléslichen Phosphatiden 
und Zellfarbstoff Hand in Hand geht. Saéuren, Laugen und verschiedene 
Salze vermégen den durch Wasser hervorgerufenen Quellungszustand 
und damit die Abgabe von Phosphatiden noch weiter zu erhéhen. Im 
Gegensatz dazu ist die Phosphatidausscheidung in Lésungen von Nicht- 
elgktrolyten, also auch von Zucker, geringer als in reinem Wasser. Den 
dehydratisierenden Einflu8 verschiedener Nichtelektrolyte haben Martin 
H. Fischer und Sykes! bei ihren Untersuchungen iiber die Quellung von 
Gelatine, Fibrin und Aleuron aufgezeigt. Man kann auch beobachten, 
sobald fquimolare oder osmotisch daquivalente Lésungen miteinander 
verglichen werden, ,,daB die Nichtelektrolyte verhaltnismaBig am wirk- 
samsten beziiglich ihrer dehydratisierenden Effekte in den héheren Kon 


1 Martin H. Fischer und Anne Sykes, Science 38, 486, 1913; Kolloid.- 
Zeitschr. 14, 215, 1914. 
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zentrationen sind, waihrend das Umgekehrte fiir die Elektrolyte gilt. So 
z. B. rufen die Salze selbst in verhaltnismaéBig niedrigen Konzentrationen 
einen bedeutenden dehydratisierenden Effekt hervor, mit jeder Einheit 
in der Konzentrationssteigerung wird der Schrumpfungsgrad jedoch 
progressiv weniger deutlich erhéht. Gerade das Umgekehrte finden wir 
bei den Nichtelektrolyten, bei denen die niedrigen Konzentrationen ver- 
haltnisméBig unwirksam sind, wihrend man mit dem Ansteigen der Konzen- 
tration einen unerwartet starker ansteigenden Dehydrationseffekt beob- 
achten kann‘* (M. H. Fischer). 

Wir besprechen diese Tatsachen deshalb so eingehend, weil die 
nachfolgenden Tabellen zeigen werden, da’ zwischen der von 
M. H. Fischer an Gelatine beobachteten entquellenden Wirkung der 
Zucker und der von uns quantitativ verfolgten Phosphatidexosmose 
in Zuckerlésungen weitgehende Ubereinstimmungen zu bestehen 
scheinen!?. 

So zeigte sich, daB die Menge der ausdialysierten Phosphatide 
in gleichen Zeiten geringer war als in reinem Wasser und hier wieder 
geringer als in Lésungen von Saéuren oder gewissen Salzen. Dabei 
ist die Wirkung der einzelnen Zucker auch untereinander etwas ver- 
schieden, wie ja auch Hojler (l.c.), der mittels der plasmometrischen 
Methode die Permeabilitaét verschiedener Pflanzen fiir mehrere Zucker- 
arten untersuchte, zeigen konnte, daB die Permeabilitét ;fiir Rohr- 
zucker wesentlich geringer war als fiir Monosaccharide. Noch gréBer 
erwies sich die Durchlassigkeit fiir Maltose. 


Tabelle XIV. 
Temperatur: 30° C. 





Kurve: Nr. I II Ul IV V VI Vil 


30 cem 60 ecm: 90 com 225 cem 
m m/5 m/5 m/5 m5 300 cem 
Saccharose Saccharose Saccharose Saccharose Saccharose mh 
+270cem + 240cem + 210cem = + 150cem + 75cem Saccharose 
H,0 H,0 H,0 H,0 


150 eem 


300 cem 
Lisung : H.O 


Dialyse- 
dauer Trockengewicht der unléslichen Fraktion in mg* 
in Std. , 


6 5 _— 
3 11 6 
1 15 7 6 


6 9 10 
18 19 15 17 1 
48 37 37 23 1 
* In diesen Versuchen wurde die unlésliche Phosphatidfraktion, da eine Ausfillung mit 
Bleiacetat wegen der Zuckerlésungen Schwierigkeiten bereitete, nach der Filtration durch 
einen Glasgooch und dem griindlichen Waschen mit Wasser, im Vakuumexsikkator tiber 
Schwefelsiure getrocknet und direkt zur Wigung gebracht. 


1 Neben der entquellenden Wirkung der Zucker ist natiirlich auch 
ihre fallende Eigenschaft auf die gelésten Phosphatide in Betracht zu 
ziehen. 

30* 
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Tabelle XV. 
Temperatur: 30°C. 








Kurve: Nr. I I Il IV Vv VI Vil 
30 cem 60 ecm 90 com 150 ecm 225 ecm 
300 cem m/5 m/5 m/5 m5 m/5 300 cen 
Lisung: ~ H.O Livulose Lavulose Livulose Livulose Lavulose m5 
2 + 270 cem + 240 ecm + 210 cem + 150 eem + 75 cem Livuloss 
H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 
Dialyse- 
dauer Trockengewicht der unléslichen Fraktion in mg* 
in Std. 
10 9 14 12 11 8 8 3 
24 32 36 33 16 20 18 9 
36 35 33 37 26 22 14 10 
Tabelle XVI. 
Temperatur: 30° C. 
Kurve: Nr. I I Il IV 
30 ccm 90 com 270 ecm 
Lisung: 300 cem H, 0 m/5 Dextrose m/5 Dextrose m/5 Dextrose 
+ 270cem H2,0 + 210cem H,0 + 30cem H,0 


Dialysedauer 





Trockengewicht der unléslichen Fraktion in mg* 


in Std. 
10 8 5 5 3 
221/, 22 34 19 12 
34 34 25 28 16 


* In diesen Versuchen wurde die unlésliche Phosphatidfraktion, da eine Ausfillung mit 
Bleiacetat wegen der Zuckerlisungen Schwierigkeiten bereitete, nach der Filtration durch 
einen Glasgooch und dem griindlichen Waschen mit Wasser, im Vakuumexsikkator itiber 
Schwefelséiure getrocknet und direkt zur Wigung gebracht. 





0 40 


Abb. 5. 
EinfluB von Saccharoseliésungen verschiedener Konzentration auf die Exosmose 
von wasserunlislichen Phosphatiden. 
Ordinate: Trockengewicht der unléslichen Fraktion in mg. 
Abszisse: Dialysedauer in Stunden. 
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Abb. 6. Abb. 7 


EinfluB von Lavuloselésungen verschiedener Einfiuf von Dextroselisungen verschiedener 
Konzentration auf die Exosmose von wasser- Konzentration auf die Exosmose von wasser- 
unlislichen Phosphatiden. unlislichen Phosphatiden. 
Ordinate: Trockengewicht der unlislichen Ordinate: Trockengewicht der unldéslichen 
Fraktion in mg. Fraktion in mg. 


Abszisse: Dialysedauer in Stunden Abszisse: Dialysedauer in Stunden. 


Nach Martin H. Fischer reduziert Saccharose in gleicher Konzentration 
die Quellung von Gelatine bedeutend starker als Lavulose oder Dextrose, 
welche beide etwa den gleichen Wirkungsgrad fiir die Dehydratation 
besitzen. Es ist nun auffallend, daB in unseren Versuchen ebenfalls Sac- 
charose die Exosmose von unléslichen Phosphatiden stirker hemmte, 
als dies Lavulose oder Dextrose zu tun vermégen. 


Nach diesen Tatsachen hat es den Anschein, daB zwischen der 
Absorption von Wasser durch die Zellkolloide und der Exosmose von 
Phosphatiden, insbesondere der wasserunlislichen Eiweif-Phosphatid- 
verbindung, weitgehende Beziehungen bestehen. So geht mit einer er- 
héhten Wasserbindung stets ein reichlicher Austritt von Phosphatiden 
Hand in Hand. Mit der Dehydratation parallel nimmt auch die Phos- 
phatidausscheidung ab. 


Diese Erscheinungen werden besonders deutlich beim Vergleich der 
in den vorhergegangenen Abb. 5, 6 und 7 dargestellten Kurven, die die 
in den Tabellen XIV, XV und XVI wiedergegebenen Werte graphisch 


festhalten. 


Noch ausgepragter zeigt sich die Fahigkeit der Saccharose, durch 
ihre Gegenwart den Quellungsgrad, und in unseren Versuchen die 
Phosphatidausscheidung, herabsetzen zu kénnen, wenn vorerst durch 
eine Saure- oder Laugenlésung die Exosmose gesteigert wird.  Fiir 
eine HCl-Lésung illustriert diese Tatsache Tabelle XVII und 
Abb. 8. 
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Tabelle XVII. 
Temperatur: 24°C. 
Kurve: Nr. 1 U | W IV v VI vu 
20 ecm 20 cem 20 eem 20 cem 20 com 
_—e n/l0 HCl n/10 HCl n/10 HCl n/l0 HCl n/l0 HO) 
‘ Se r? . + 10 ce m + > + ae + — t — 
: 300cem = ss nO HC) 
Lisung: | H,0 | + 280¢em as rae =e 
HO Saccharose Sac canes a oe Saee re Sace Ensec: 
2 + 270cem = + 250cem + 190-cem | + om + 70 cem 
H,0 H30 HAO } H0 H,0 
‘Dialyse- eo ae ye oe eee eae 
donor Trockengewicht der unléslichen Fraktion in mg 
in Std. 
he 6 18 17 14 13 9 8 
11 22 23 19 14 10 — 
2 19 28 25 20 19 16 10 
40 7 ~ 
| z 
Abb. 8. 
30+-——_ | eee — om Verminderung der Exosmose 
. r von wasserunlislichen Phospha- 
5 tiden durch Saccharoseliésungen 
| zr verschiedener Konzentration in 
20--—-————T = rr =a H Cl-saurem Dialysat. 
IZ Ordinate: Trockengewicht der 
r unléslichen Fraktion in mg. 
10 VY rs uae Reed Abszisse: Dialysedauer 
in Stunden. 
l l at 1 1 
0 10 20 30 40 


Im Verhaltnis zu den Zuckern erweist sich Harnstoff als wesentlich 
permeabler (de Vries!, Fitting®, Héfler und Stiegler*). Ebenso begiinstigt 
Harnstoff nach M. H. Fischer‘ deutlich die ‘Gelatinequellung in Salzsaure- 
lésung, und zwar um so stirker, je héher seine Konzentration ist. 


Diese Verhiltnisse stimmen vollkommen mit der Beeinflussung 
des Phosphatidaustritts tiberein. Harnstofflésungen erhéhten diese 
in hervorragendem MaBe, wie andererseits die Zugabe steigender Mengen 
von Glycerin zu salzsauren Dialysaten die Exosmose der unléslichen 
Fraktion stark herabsetzte, welche Erscheinung wieder mit der von 
M. H. Fischer beobachteten Verminderung des Quellungsgrades von 
Gelatine durch diesen Stoff iibereinstimmt. 


1 H. de Vries, Bot. Zeitschr. 47, 309, 1889. 

2 H. Fitting, Jahrb. d. Bot. 59, 1, 1919. 

8’ K. Hofler und A. Stiegler, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 39, 157, 1921. 
* Martin H. Fischer, Kolloidchemie der Wasserbindung 1. Dresden 1927. 
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Abb. 9 zeigt den Effekt bei Zusatz verschiedener Mengen Glycerin 

ind Harnstoff zu Salzsiurelésung. Die Kurve fiir die reine Salzsaiure- 

lésung liegt ungefaihr in der Mitte der gesamten Kurvenschar. 





Abb. 9. 


Einflu§BS von Glycerin- und Harn- 
stofflisungen verschiedener Kon- 
zentration auf die Exosmose von 
wasserunléslichen Phosphatiden in 
HCl-saurem Dialysat 
Trockengewicht der Pb- 
Fraktion 


Ordinate : 
Fallung unléslichen 


in mg. 


der 


Abszisse: Dialysedauer in Stunden 











50 


Temperatur: 25° C. 


Tabelle X VIII a. 





Kurve: Nr. I I il IV 


Lisung: 


Dialysedauer 
in Std. 


10 
20 
35 


25 eem 
nlHCcl 
+ 200 cen 

H,0 
+ 25eem 

m/5 
Glycerin 


25 eem 
n/loHel 
1 +175 e¢em 
H,0 
+ 50 ecm 
m/5 
Glycerin 


25 ecm 


n/10 HCl 


+ 125 ecm 


H,O 


+ 100 cem 


m/5 
Glycerin 





25 eem 


n/lO HCl 


+ 150 cen 
m/5 


Gly*erin 


+ 225 cem 


25 cem 


n/lo HCl 


25 ecm 
n/l0 HCl 
. + 225 cem 
myo HO 
Glycerin . 


Trockengewicht der Pb-Fallung der unléslichen Fraktion in mg 


26 
38 
50 


26 
29 
46 


Tabelle X VIIIb. 


2! 
3 
3 


) 


Temperatur : 


13 
26 
44 


19 
24 
28 


25° C. 





Kurve: 


25 © 


+ 200 ecm H,0 


Lisung: 


m 


Nr. VI 


em nj/lO HCl 


+ 25 cem 
5 Harnstoff 


Vil 


25 cem n/10 HCl 
+175eem H,0 


+ DO eem 


m/5 Harnstoff 





Dialysedauer i.Sdt. 


11 
211), 
48 


\ 


2 eem n/10 HCl 
+ 125eem H,0 
+ 100 ecm 
m/5 Harnstoff 


il 


IX 


25ecem n/10 HCl 

+75ceem H,O 
+ 150 eem 

m/5 Harnstoff 


Trockengewicht der Pb-Fillung der unlislichen Fraktion in mg 


43 
60 
72 


45 
81 
94 


56 
98 
117 


80 
102 
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B. Zellfremde Stoffe. 

In dieser Gruppe wurden nur einige Alkohole, Ketone und Athy] 
amin auf ihre Wirkung, die sie dem Phosphatidaustritt gegeniibe: 
entfalten, gepriift. Die Gegenwart aller dieser Nichtelektrolyte wirkt 
férdernd auf die Exosmose der wasserunléslichen Phosphatide, und 
zwar in gewissen Grenzen um so stirker, je héher die Konzentration 
der betreffenden zugesetzten Substanz ist. Dieses Verhalten stimmt 
nicht mit der Wirkung dieser Stoffe auf das Wasserbindungsvermégen 
von Gelatine tiberein, da bei diesen Substanzen auch die Kapillar 
aktivitét eine Rolle spielt. So tiben Alkohole und Ketone nach 
M. H. Fischer einen dehydratisierenden EinfluB aus, wahrend nur bei 
Athylamin, das den Austritt der unléslichen Fraktion sehr stark fordert 
sich ein spezifischer HydratationseinfluB bemerkbar macht. 
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Abb. 10. Abb. 11. 
Einflufi von Methylalkohollisungen  ver- EinflujB von Propylalkohollésungen — ver- 


schiedener Konzentration auf die Exosmose schiedener Konzentration auf die Exosmose 


von wasserunlislichen Phosphatiden. von wasserunlislichen Phosphatiden. 


Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fillung Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fallung 


der unlislichen Fraktion in mg. der unléslichen Fraktion in mg. 


Abszisse: Dialysedauer in Stunden. 


Abszisse: Dialysedauer in Stunden. 





O 
plasm 
geprii 
veschy 
ihrer 
vewiss 
steller 
eine { 


der 

wass 
Zellf 
folge 
dure 
geme 





Organische P-Verbindungen in Pflanze und Tier. II. 469 


Overton (l.c.) und spater Collander und Bdrlund' haben mittels der 
plasmolytischen Methode die Permeation zahlreicher organischer Stoffe 
geprift und dabei . gefunden, daB im allgemeinen die Permeations- 
veschwindigkeit der Atherléslichkeit der Stoffe entspricht; auch zwischen 
ihrer Oberflachenaktivitét und der Permeationsgeschwindigkeit besteht ein 
vewisser Parallelismus, wenngleich in beiden Fallen Ausnahmen festzu- 
stellen sind. Diese weisen darauf hin, da’ auch dem Molekularvolumen 
eine gewisse Bedeutung znkommt. 














20 
Abb. 12. 
Einfluf von Acetonlisungen verschiedener Konzentration auf die Exosmose 
von wasserunlislichen Phosphatiden 
Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fallung der wasserunlislichen Fraktion in mg 


Abszisse: Dialysedauer in Stunden 


Aus folgenden Tabellen, und noch besser aus den Abbildungen, ist 
der Einflu®8 der von uns untersuchten Stoffe auf die Ausscheidung der 
wasserunléslichen Phosphatide leicht ersichtlich. Den Austritt des 
Zellfarbstoffs haben wir auch hier nicht besonders vermerkt, da in- 
folge der héheren Versuchstemperaturen eine Fiarbung der Dialysate 
durch den Farbstoff in schwacherem oder staérkerem MaBe ganz all- 


gemein war. 


1 R. Collander und H. Badrlund, Soc. Sci. Fennica Comm. Biol. II, 
Nr. 9. Helsingfors 1926, zitiert nach Gellhorn. 
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Tabelle XIX. 
Temperatur: 26 bis 28° C. 
Kurve: Nr. J TT Ii Iv | Vv | VI vu 
10 ecm 30 cem 90 ecm 150 cem 20cem | 
m/5 m/5 m/t m/5 m/5 |} 300cem 
Licung: 300 cem Methyl- Methyl- Methyl- Methyl- Methyl- | m/5 
4 , H,O alkohol alkohol alkohol alkohol alkohol Methyl- 
|} + 200cem | +270cem + 210cem +150cem + 100cem | alkohol 
H,0 H,0 H,0 H,0 H,O | 
Dialyse- eg 
hy Trockengewicht der Pb-Fallung der unlislichen Fraktion in mg 
in Std. 
12 33 34 38 55 56 43 56 
24 84 81 90 99 103 105 111 
36 103 109 ‘: 108 118 119 125 130 
Tabelle XX. 
Temperatur: 25° C, 
Kurve: Nr.] I Ii IV Vv VI Vil 
10 cem 30 cem 90 eem 150 cem 200 cem 
m/5 m5 m/5 m/5 m/5 | 300 c¢em 
Lisung:  300.cem Propyl- Propyl- Propyl- Propyl- Propyl- | m/5 
: eg: H,0 alkohol alkohol alkohol alkohol alkohol | Propyl- 
+290cem +270cem +210c¢cem +150cem | +100cem | alkohol 
H,0 H,0 H20 H,0 H,0 | 
Dialyse- 
— Trockengewicht der Pb-Fillung der unlislichen Fraktion in mg 
in Std. 
= = 
10 22 Se” 29 39 4s | 61 
20 68 se | 7 75 84 98 114 
30 86 90 96 99 104 117 139 
Tabelle XXI. 
Temperatur: 30° C. 
Kurve: Nr. I Il a8 IV V 
10 cem 30 cem 90 cem 150 ecm 
. . | onne m/2 Aceton m/2 Aceton m/2 Aceton m/2 Aceton 
Lisung: | 250cem H20 + 240 ecm +220cem | + 110cem + 100 com 
H,0 H,0 H,0 H,0 
eee Trockengewicht der Pb-Fillung der unléslichen Fraktion in mg 
11 27 25 34 36 41 
261), 88 90 94 100 109 
38 112 118 110 123 — 


Ferner wurden von uns noch Athylalkohol, Butylalkoho!, Athylen- 
und Propylenglykol, sowie Methylathylketon und Erythrit auf ihre Wirkung 


untersucht. 


die Ausscheidung der wasserunliéslichen Phosphatide 
teristischer Weise. 


Ein Zusatz von allen diesen Stoffen zum Dialysat verandert 


in ganz charak- 
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der Alkohole die Phosphatidexosmose auffallend zu verringern. Bekanntlich 
permeieren auch die einwertigen Alkohole bedeutend rascher als die zwei- 
und mehrwertigen. Die Wirkung der einwertigen Alkohole geht ihrer 
Kapillaraktivitat parallel. 

Von der Wiedergabe unserer Versuchsprotokolle wollen wir bei diesen 
Stoffen, um uns nicht allzusehr zu wiederholen, Abstand nehmen. 

Die mit Athylamin erhaltenen Werte seien, da diese Substanz, ebenso 
wie Pyridin, die Phosphatidausscheidung gegeniiber den rein wasserigen Dia- 
lysaten noch ganz erheblich steigert, in nachfolgender Tabelle niedergelegt : 


In diesem Versuch wurden in jedes GefiB nur 60 g Riibenschnitten 
fiir die Dialyse eingelegt. 
Tabelle XXII. 
Temperatur: 27 bis 29°C. 








Kurve: Mee 0 il | IV | Vv VI 
10 com 30 cem 50 cem 75 ecm 100 eem 
200 ecm . m2 . . m/2 . _m/2 . . m2 . m/2- 
Lisung: “HO Athylamin Athylamin Athylamin Athylamin Athylamin 
2 + 190 cem + 170 cem + 150 ecm + 125 ecm + 100 ecm 
H,O H,0 H,0 H,0 H,0O 
Jialysedaue , , : 
' 1° aaa Trockengewicht der Pb-Fiallung durch unlisliche Fraktion in mg 
13 8 5 7 10 17 17 
23 12 15 16 21 6 | 8 
34 32 29 34 39 48 © 


* Die Lisung vollkommen triib, mit starkem Bodensatz. 
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Abb. 13. 
Einflu® von Athylaminlésungen verschiedener Konzentration auf die Exosmose 
von wasserunlislichen Phosphatiden. 
Ordinate: Trockengewicht der Pb-Fillung der unléslichen Fraktion in mg. 
Abszisse: Dialysedauer in Stunden. 


Versuchsgruppe 6. 
EinfluB von tierischen Gijten auf den Austritt von wasserunléslichen Phospha- 
tiden und Zellfarbstoff. 


Bekanntlich werden rote Blutkérperchen, die aber vom Serum nicht 
vollstandig befreit sein diirfen, durch verschiedene tierische Gifte haimo- 
lysiert. Kyes und Sachs! gelang es dann festzustellen, daB die komplementare 


1 Kyes und Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 2 und 4. 
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Funktion bei der durch das Gift bewerkstelligten Hamolyse dem Lecithin 
zugeschrieben werden miisse. An und fiir sich wirkt Lecithin jedoch nicht 
hamolytisch, sondern wird erst durch eine unter dem EinfluB des Giftes 
eintretende chemische Verinderung in den Stand gesetzt, seine himolytische 
Fahigkeit zu entfalten. 

Delezenne und Ledebt! fanden, daB das Kobragift nach der Art eines 
Enzyms, einer besonderen Lipase, auf Eierlecithin einwirkt, indem es 
dasselbe einer ungesittigten Fettsiure (Olsiéure) beraubt: diese neue 
Substanz, welche Lysocithin genannt wurde, ist demnach ein Palmity] 
glycerinphosphorsaéurecholinester. 

Durch die Untersuchungen von Belfanti? wissen wir, daB auBer dem 
Viperngift auch das Crotalusgift und das Gift einiger Hymenopteren im 
gleichen Sinne wirkt. In letzter Zeit hat Magistris® die durch verschiedene 
Gifte hervorgerufenen chemischen Verinderungen von Lecithin, pflanz- 
lichen und tierischen Lecithiden und Phosphatiden eingehend studiert. 

Es lag daher der Gedanke nahe, den Versuch, durch Einwirkung 
von tierischen Giften einen Farbstoffaustritt bei roten Blutkérperchen 
herbeizufithren, auch auf Pflanzen zu iibertragen. 

Das Ergebnis entsprach vollkommen den E:wartungen. Sowohl 
bei Zugabe von Kobra- als auch von Bienengift zu den Dialysaten der 
roten Riibe trat eine tiberaus starke Exosmose von Zellfarbstoff ein. 
Offenbar waren es hier die Phosphatide der Zellgrenzschichten, die 
durch die Gifte zu Lysocithin abgebaut worden waren. Denselben 
Effekt hatte auch die direkte Zugabe von aus Eierlecithin gewonnenem 
Lysocithin. Uber dessen Darstellung s. bei Magistris. Auf eine 
Wiedergabe der Tabellen verzichten wir. 


Besprechung. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB man in der Starke 
des Austritts von wasserunléslichen Phosphatiden und von Zellfarbstoff 
einen MaSstab fiir eine erhéhte Durchlassigkeit der Zellgrenzschichten 
besitzt* und daB alle jene Faktoren, die erfahrungsgemaB erhéhend 
auf die Permeabilitaét einwirken, auch das Herausdiffundieren der 
unléslichen Fraktion und des Farbstoffs in demselben Sinne férdernd 
beeinflussen. 

Halt man sich die von Hansteen Cranner aufgefundene Tatsache 
vor Augen, daB , die Zellwdnde aller lebenden Pflanzenzellen ein kolloidales 


1 Delezenne und Ledebt, C. r. Acad. Sciences 152, 790, 1910; 158, 81, 
1911; 155, 1101, 1912. 

2 S. Belfanti, diese Zeitschr. 154, 148, 1924; Zeitschr. f. Immunitats 
forsch. 44, Heft 4/5; Boll. Inst. Sierot. Milanese 1924, Heft 5; 1925, Heft 2; 
1928, Heft 2. 

3 H. Magistris, diese Zeitschr. 210, 85, 1929. 

‘ Es soll damit keineswegs gesagt werden, da diese Permeabilitits- 
erhéhung in gleicher Weise fiir alle Stoffe gilt. Unserer Fragestellung 
zufolge wurde nur der Durchtritt der wasserunléslichen Phosphatide und 
des Zellfarbstoffs verfolgt. 
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Netzwerk darstellen, dessen festes Geriist aus Cellulose und Hemicellulosen 
gebildet ist, dessen Maschen aber stimtliche Phosphatide der plasmatischen 
Grenzschichten enthalten‘*, so wird man bei der kritischen Auswertung 
unserer Versuche, insbesondere jener, die die Einwirkung der Salze 
auf die Ausscheidung der Phosphatide und auf die Permeabilitat zum 
Gegenstand haben, zwangsliufig zu einer kolloidchemischen Erklarung 
des Permeabilitatsproblems kommen, da die Brauchbarkeit der Annahme 
einer kolloiden Phosphatidgrenzschicht fiir das Verstindlichmachen 
der Permeabilitatsverhaltnisse der Zelle wohl hinreichend gegeben 
erscheint. 

Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, daB wir in dieser Arbeit 
nur das Auftreten der wasserunléslichen Phosphatide niher verfolgt 
haben, wenn uns auch bewuBt ist, daB das Auftreten dieser Fraktion 
im Dialysat stets der Ausdruck fiir eine bereits weitgehenil erhéhte 
Durchlassigkeit der Zellgrenzschichten ist; die eingehende Verfolgung 
des Austritts der wasserléslichen Fraktion und die damit verbundenen 
Anderungen in der Permeabilitét der Zelle sollen fiir eine besondere 
Veréffentlichung vorbehalten werden. 


In der Einleitung wurde auch bereits darauf hingewiesen, dab 
die unter dem EinfluB auBerer Faktoren erzeugbaren Petmeabilitits- 
ainderungen der Zellen durch die Ausfillung bzw. Peptisation, sowie 
durch die vermehrte oder verminderte Hydratationsfahigkeit der 
kolloiden Phosphatide zu erklaren sind. Auf diesen letzteren Umstand 
soll nun naher eingegangen werden. 


Bringt man Pflanzenteile in Wasser, so ist die allgemein bekannte 
Erscheinung zu beobachten — sehr deutlich ist der Versuch an Samen —, 
daB ihr Volumen sich vergr6Bert, daB sie schwerer werden, mit anderen 
Worten, daB sie ,,quellen‘‘. In unsere Sprache iibersetzt heiBt das, dab 
das Wasserbindungsvermégen der Zellkolloide erhéht ist. Martin H. Fischer’, 
der eingehende Studien iiber die vermehrte und verminderte Hydratations- 
fahigkeit verschiedener Proteine angestellt hat, konnte auf Grund einer 
breit angelegten Untersuchung auch Mittel und Wege aufdecken, durch 
welche Gewebe ihre normale Wassermenge festzuhalten vermégen, sowie 
ergriinden, welche Verdnderungen der éuBeren Bedingungen dazu not- 
wendig sind, damit sie mehr bzw. weniger Wasser binden, als es dem als 
normal angesehenen Zustand entspricht. is gelang diesem Forscher zu 
zeigen, daB die gleichen Bedingungen, welche Fibrin, Gelatine usw. zur 
Aufnahme und Abgabe des Wassers veranlassen, auch dem Protoplasma 
gegeniiber die gleiche Wirkung ausiiben. Gleiches gilt auch fiir die Wasser- 
absorption durch Muskel, Auge oder Nervengewebe. ,,Die vollstandige 
Analogie zwischen der Wasserabsorption gewisser Kolloide und der Wasser- 
absorption verschiedener Typen von Geweben berechtigt uns zu dem Schlub, 


1 Martin H. Fischer, Kolloidchemie der Wasserbindung. Dresden 1927. 
M.H. Fischer und Marian O. Hooker, Science 48, 468, 1916; Kolloid- 
Zeitschr. 18, 129, 1916; Fats and Fatty Degeneration, New York 1917. 
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daB die Kolloide und ihr Zustand die Hauptfaktoren sind, welche dix 
Wassermenge, die eine Zelle, ein Gewebe, ein Organ oder ein ganzes Indi 
viduum unter verschiedenen physiologischen oder pathologischen Umstanden 
faBt, bestimmen‘* (M. H. Fischer). 

M.H. Fischer vergleicht das Protoplasma mit einer Proteinmasse, 
die mehr oder weniger eng mit fettaéhnlichen Stoffen (Fetten und Lipoiden) 
und Kohlehydraten vermischt ist. Er sagt wértlich: ,,Wir kénnen annehmen, 
daB die Zellsubstanz aus einem Gemisch verschiedener Kolloide besteht. 
Ein Teil davon sind kolloide EiweiBstoffe mit physikalischen und chemischen 
Eigenschaften, die den physikalischen und chemischen Eigenschaften 
des Fibrins, der Gelatine usw. analog sind. Ein zweiter Teil sind kolloide 
Lipoide, die zwar auch einige der Eigenschaften der EiweiBkérper besitzen, 
wie z. B. die des Quellungsvermégens in Wasser, dazu aber durch ihre 
eigenen spezifischen Eigenschaften ausgezeichnet werden, so durch das 
Vermégen, Stoffe, die nur in fettéhnlichen Substanzen léslich sind, auf- 
zunehmen; einen dritten Teil bilden die kolloiden Kohlehydrate*‘!. 

Wenn auch M.H. Fischer geneigt erscheint, fiir die Erkléirung de 
verschiedensten experimentellen Tatsachen hauptsachlich die vermehrte 
oder verminderte Hydratationsfahigkeit der Proteine heranziehen zu 
wollen, so diirfen wir doch die Rolle der Phosphatide keinesfalls vernach- 
lissigen. Gilt doch zumindest fiir Pflanzenzellen, daB deren Grenzschichten 
fast ausschlieBlich Phosphatide und nur in minimaler Menge EiweiBkérper 
enthalten, wie durch viele Untersuchungen, direkte sowie indirekte, be- 
wiesen werden konnte. Im allgemeinen sind wir aber noch viel zu wenig 
iiber die Eigenschaften der Phosphatide und der eventuell mit ihnen 
vergesellschafteten EiweiSkérper orientiert, um die Frage entscheiden 
zu kénnen, ob tiberhaupt in den verschiedenen Zellen ein in chemischer 
Hinsicht einheitlicher Typus einer Grenzschicht anzunehmen ist. 

Kehren wir nun zu den Versuchen iiber den Austritt der wasser- 
unléslichen Phosphatidfraktion und des Zellfarbstoffs zuriick und halten 
wir uns nochmals jene duBeren Faktoren vor Augen, die beides bewirkt 
hatten. Es sind da zu nennen: Temperaturen iiber 30°, Belichtung, Zusatz 
von Séuren oder Laugen, verschiedene Salzlésungen, Harnstoff, verschiedene 
Alkohole und Ketone, endlich noch Zusatz von Schlangengift zum Dialysat 
und Faulnis. In den wenigsten Fallen wird durch diese Stoffe, Belichtung, 
Schlangengift und Faulnis ausgenommen, eine chemische Verinderung 
der Zellgrenzschichten herbeigefiihrt, sondern hauptsachlich eine physi- 
kalische bzw. physikalisch-chemische. Das Wasserbindungsvermégen 
ist in allen Fallen stark von der Norm verschieden. Wir haben gesehen, 
da8B der Zustand der Quellung stets dem Austritt der unléslichen Fraktion 
und des Farbstoffs vorausgeht. Die Anderung des Volumens der Riiben- 
scheiben ist in erster Linie von den Anderungen der Zellkolloide abhangig. 
Dennoch sind Quellung und Austritt der unléslichen Fraktion und des 
Farbstoffs zwei vollkommen getrennte Prozesse, wenn auch der Zustand 


1 Lepeschkin (diese Zeitschr. 171, 126, 1926) faBt das Protoplasma 
als eine organische Fliissigkeit auf, in der Wasser gelést ist. Chemisch 
besteht es nach diesem Autor im wesentlichen aus Proteiden und Lipoiden, 
wiahrend die genuinen, wasserléslichen EiweiSkérper zuriicktreten. Die 
Verbindung zwischen Eiwei8kérpern und Lipoiden wird als eine chemische 
und nicht als adsorptive aufgefaBt; sie soll die Eigenschaft haben, schon 
durch mechanische Einwirkung, dann durch Ather, Alkohol und Sauren 
zerlegt zu werden. 
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der Quellung Vorbedingung fiir letzteren Vorgang ist. Bei den Studien 
iiber den Einflu8 der Temperatur haben wir aber gesehen, daB auch bei 
sehr ausgepragter Quellung der Farbstoffaustritt ein mit Temperatur- 
ainderung reversibler ProzeB ist. 

Rufen wir uns das Kolloidsystem ins Gedichtnis, wie es ungefahr 
in den Zellen vorliegen mag, die ja im Wesen eine Mischung mehrerer 
Kolloide darstellen. Das gréBte Interesse beanspruchen die Eiweibstoffe 
und Phosphatide, die beide hydrophile Kolloide darstellen. Der Phos- 
phatid,,kern“ wird bekanntlich von dem Lecithin gebildet, das als gutes 
Lésungsmittel fiir Ather, Alkohol und die iibrigen lipoidléslichen Substanzen 
fungiert. Der Zellfarbstoff ist ebenfalls ein Kolloid, allerdings kein hydro- 
philes, sondern ein hydrophobes. Ebenso liegt in der Phosphatid-Eiweib- 
verbindung, wie wir eine solche in der unléslichen Fraktion kennengelernt 
haben, ein typisches Kolloid vor. Aus verschiedenen Griinden ist der Schlu8B 
berechtigt, daB der Farbstoff an die iibrigen Zellbestandteile adsorptiv 
gebunden erscheint. 

Es wurde nun von uns der Versuch unternommen, ein System 
zu konstruieren, das eine mit Farbstoff erfiillte Zelle nachahmen soll 
und dann den EinfluB verschiedener auBerer Bedingungen darauf zu 
studieren. 

Wir dialysierten zunichst Riibenschnitten durch 24 Stunden 
gegen destilliertes Wasser, filtrierten dann durch einen Glasgooch und 
konzentrierten die vollkommen klare Lésung, die den léslichen Phos- 
phatidanteil enthalt, im Vakuum. Auch jetzt war die Lésung noch 
klar und farblos. Da unsere Versuche zur Ausfillung der léslichen 
Phosphatide mit Pflanzeneiwei8 keine befriedigenden Resultate zei- 
tigten, wurde von uns Hiihnereiwei8 zur Anwendung gebracht. 

Das Hiihnereiwei8 wurde vorsichtig von dem Eidotter getrennt 
und die EiweiSlésung unter Rihren in die Phosphatidlésung eingegossen. 
Die grobflockige Fallung wurde tber einen Glasgooch filtriert. Der 
lufttrockene Niederschlag wurde nun in ein Becherglas gebracht, das mit 
einer Himatoxylinlésung angefillt wurde. Der Farbstoff wurde gierig 
absorbiert. Wir hatten demnach eine Vereinigung hydrophiler, Kolloide 
(EiweiB-Phosphatid) mit einem hydrophoben Kolloid (Hamatoxylin)’. 


1 Die Zusammensetzung der an diesem System beteiligten Kolloide 
ist itberaus kompliziert. Das Hiihnereiwei8 ist im wesentlichen eine konzen- 


trierte Lésung von Albumin mit Fettséure- und anderen Salzen. Die 
Analyse ergab: 
Ws Sas SE BOS ERR 
Stickstoffsubstanz ...... . 12,87% 
EL See 
Wives Gobstemsn «ss ws ss OTTY 
Mineralstoffe .... sous! ane 


Das Phosphatid enthielt: 3,25% P, 1,98% N, 4,57 °% reduzierende Substanz 
und 1,23% Mineralstoffe und gab als Spaltungsprodukte bei der Hydrolyse 
mit 5% iger H,SO, Palmitinséure, Ol- und Linolsiure, Glycerinphosphor- 
siure, Aminoathylalkohol, Cholin und Glucose. 
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An dieser mit Hamatoxylin gefairbten Eiweif-Phosphatidverbinduny 
wurde nun die Abgabe des Farbstoffs unter dem Einflu8 derselben 


auBeren Faktoren untersucht, die vordem zum Studium des Austritt 
der unléslichen Fraktion und des Zellfarbstoffs zur Anwendung gebracht 
worden waren. 


Im allgemeinen zeigte sich eine ganz hervorragende Uberein 
stimmung. 


In Wasser gebracht, trat nach einiger Zeit der Farbstoff langsam 
aus. Erwarmen beschleunigt diesen Austritt in deutlicher Weise, wird 
wieder abgekihlt, so findet auch die Farbstoffabgabe in verringertem 
MaBe statt. 


Bestrahlung mit der .Quarzlampe in ',stiindiger Dauer hatte 
einen sofortigen, reichlichen Austritt des Farbstoffs zur Folge. 


Ebenso zeigten die verschiedenen zur Anwendung gebrachten 
Salzlésungen, mit ganz wenigen Ausnahmen, volle Ubereinstimmung 
mit den an den lebenden Riibenzellen erhobenen Ergebnissen. So 
hemmten n/50 und n-Lésungen von CaCl, auch hier den Austritt des 
Himatoxylins, waihrend KCl Lésungen eher férdernd wirkten. In 
n-Lésungen, die CaCl, und KCl in aquivalenten Mengen enthielten. 
konnte auch nach langerer Versuchszeit nur eine schwache Anfarbung 
des Dialysewassers beobachtet werden, so daB auch in unserem Modell- 
versuch die beiden Ionenarten einander gegenseitig mit Bezug auf 
ihre spezifische Fallungsweise beeinfluBt hatten. Lésungen von Blei- 
acetat verhinderten den Himatoxylinaustritt vollstandig, wie wir es 
ja ebenso beim Zellfarbstoff gesehen hatten. 


Beim Zusatz von Saure oder Lauge findet der Farbstoffverlust 
sehr rasch statt. 


Ahnlich verhalten sich Athyl- und Methylalkohol, wenn auch ihre 
Wirkung nicht so stark ist. 


Die Ubereinstimmung unseres kiinstlichen Systems, der hima- 
toxylingefarbten Eiwei8-Phosphatidverbindung, mit den natiirlichen 
Verhaltnissen bei der lebenden Zelle ist so auffallend, daB durch die 
Annahme einer kolloiden Phosphatid- bzw. Phosphatid-EiweiSgrenz- 
schicht der Zellen zumindest die meisten Anderungen in der Permeabilitit 
in befriedigender Weise erklart werden kénnen. 


Zur gleichen Anschauung kommt Gellhorn' bei der Besprechung 
der Untersuchungsergebnisse von Hansteen Cranner. 


1 E.Gellhorn, Das Permeabilitaétsproblem. Berlin, Springer, 1929. 
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An dieser Stelle sei auch noch an die Hypothese von Lloyd! und Free? 
erimnert, derzufolge sich das Protoplasma bzw. die Plasmahaut wie ein 
hydrophiles Emulsionskolloid verhalten soll, bei dem die Durchlassigkeit 
dureh die Anderungen des Wassergehalts bestimmt wird. Quellung der 
dispersen Phase verringert die Durchlassigkeit durch eine Verkleinerung der 
Diffusionswege der kontinuierlichen Phase, umgekehrt wirkt die Entquel- 
lung. Nach dieser Theorie miiBte im isoelektrischen Punkt, in dem ja 
die Quellung ein Minimum ist, ein Permeabilitétsmaximum angenommen 
werden. 

Diese Annahme bewahrheitet sich nicht. Wie unsere Versuche 
iiber den EinfluB der Salze auf den Austritt der unléslichen Phos- 
phatidfraktion und des Zellfarbstoffs gezeigt haben, erhéhen gerade 
die Salze, die quellend wirken, die Permeabilitaét, wahrend durch Ent- 
quellung eine Verminderung der Durchlassigkeit herbeigefiihrt wird. 

,.Dabei ist es relativ gleichgiiltig, ob man die Ursachen der Permea- 
bilitatsinderung auf Variationen des Quellungszustandes der dispersen 
Phase in der Plasmahaut zuriickfiihrt oder, wie Hansteen Cranner und 


Kaho es tun, die Anderung des Lésungszustandes betonen. Denn es 


handelt sich nur um verschiedene Seiten ein und desselben Geschehens, 
die man im Sinne von T7'schermak* dahin vereinigen kann, daB man 
die ,,absteigende, lyophobe, denaturierende und aggregative’’ Ver- 
inderung der Kolloide als Ursache der Herabminderung der Permeabilitat 
ansieht, wahrend die umgekehrten Veranderungen in der ,,aufsteigenden 
lyophilen bzw. hydratativen und dispergativen Richtung*’ die Durch- 
lissigkeitssteigerung bedingen. Mit dieser Anschauung stimmt auch 
die Theorie von Spaeth* iiberein, nur daB dieser Autor sein Augenmerk 
besonders auf die Veranderungen der Viskositat richtet’’ (Gellhorn). 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Beeinflussung des Austritts der wasserunléslichen 
Phosphatidfraktion und des Zellfarbstoffs bei der roten Riibe in Ab- 
hingigkeit von verschiedenen fauBeren Faktoren untersucht und die 
Menge der ausgetretenen unléslichen Fraktion in einigen Fallen quan- 
titativ bestimmt. 

Als auBere Faktoren, die erfahrungsgema8 andernd auf die Durch- 
lassigkeit der Zellgrenzschichten einwirken, wurden von uns in den 
Kreis der Betrachtung gezogen: 

1. Temperatur. Wiahrend bei Zimmertemperaturen (15 bis 18°) 
von den Riibenschnitten selbst nach einer 24stiindigen Dialysedauer 
niemals weder unlésliche Phosphatide noch auch Zellfarbstoff in das 


1 F. E. Lloyd, Yearbook Carnegie Inst. Washington 14, 66, 1915. 
2 E. E. Free, Plant World 21, 141, 1918. 
3 A. Tschermak, Allgemeine Physiologie. Berlin 1924. 
4 R.A. Spaeth, Science, N. 8. 48, 502, 1916. 
Biochemische Zeitschrift Band 214. 
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Versuchswasser austraten, hatte eine Erhéhung der Temperatur eine 
reichliche Ausscheidung beider Substanzen zur Folge. Dabei ist dic 
Erhéhung der Permeabilitat fiir die unlésliche Fraktion und den Zell. 
farbstoff durch die Temperatur, wenn die Temperatur von 30°, wo 
eine irreversible Zellschadigung auftritt, nicht iiberschritten wird. 
ein vollkommen reversibler Zustand. 


Ferner wurde die Beschleunigung des Austritts der unléslichen 
Fraktion durch Temperaturerhéhung quantitativ verfolgt und graphisch 
festgehalten. 


2. Licht. Es wurde eine Bestrahlung der Riibenschnitten sowoh| 
vor dem Einlegen in das Dialysewasser als auch wihrend der 24 Stunden 
dauernden Dialyse teils mit elektrischem Licht (600 Watt Tageslicht- 
lampe), teils mit einer Quarzlampe (Hanauer Héhensonne) vorgenommen 
In beiden Fallen zeigte sich eine bedeutend erhéhte Exosmose von 
unléslichen Phosphatiden und Farbstoff gegeniiber der bei gleicher 
Temperatur im Dunkelraum gehaltenen Kontrollen. 


Auch hier wurde der Austritt der unléslichen Fraktion quantitatiy 
verfolgt und in einer Kurve festgehalten. 


Die Anderung der Durchlissigkeit der Zellgrenzschichten unter 
dem Einflu8 des Lichtes scheint nicht durch die Anderung des phy- 
sikalischen bzw. physikalisch-chemischen Zustandes der in den Zell- 
grenzschichten anwesenden wasserléslichen kolloiden Phosphatide 
bedingt zu sein, sondern in erster Linie durch eine durch das Licht 
hervorgerufene chemische Spaltung verursacht zu werden. Es soll 
nur an dieser Stelle auf die noch nicht abgeschlossenen Versuche hin- 
gewiesen werden, denen zufolge wir bei der Bestrahlung von isolierten 
genuinen Phosphatiden eine Abspaltung von Cholin und Acetaldehyd, 
sowie eine Anderung der Aziditat beobachten konnten. 


Das gleiche Verhalten der Phosphatide in der lebenden Zelle bei 
der Belichtung kann bei der bekannten Labilitat dieser ,,Lipoide”™ 
wohl ohne weiteres angenommen werden. 


3. Salze. Wie in friiheren Untersuchungen, konnte auch hier ge- 
funden werden, daB Alkali- (und in schwachem Mafe ebenfalls Mg-) 
Ionen das Austreten der wasserunléslichen Phosphatide férdern, wahrend 
Erdalkalien hemmend wirken. Damit gehen die Veranderungen durch 
Temperaturanderungen parallel und fiir die Wirkungen sind Anionen 
und Kationen additiv maBgebend. Die Reihe der fallenden Kationen 
lautet Ca > Mg > K. 


Die untersuchten Metallsalzlésungen rufen gréBtenteils eine irre- 
versible Fallung der Phosphatide in den Zellen hervor. 
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Fiir die Anionen ergibt sich folgende nach abnehmender Phosphatid- 
exosmose geordnete Reihe: 


NO, > Br > J >Cl> CNS, Acetat > SO, > PO, > Tartrat, Citrat. 


Die Wirkung von Temperaturinderungen und der Einflu8 der 
verschiedensten Salze ist so zu verstehen, daB das aus wasserlislichen 
Phosphatiden im Gelzustand gebildete, feste Dispersionsmittel der 
plasmatischen Grenzschichten mit steigenden Temperaturen sowohl 
durch Wasser, als auch durch K- und Mg-Salzlésungen durch Ver- 
fliissigung in einen Solzustand tibergeht, wodurch die Permeabilitat 
mehr und mehr erhéht wird, bis bei etwa 30° ein Punkt erreicht wird, 
bei dem irreversible Zellschadigungen eintreten; im Gegensatz dazu 
wird das Dispersionsmittel durch tiefere Temperaturen (unterhalb 
4° C), in CaCl,- oder Schwermetallsalzlésungen, sowie auch unter dem 
EinfluB von anderen starken Salzkonzentrationen verfestigt, wobei 
es teilweise zu irreversiblen Ausfallungen der Phosphatide kommt, 
wodurch die Plasmaoberflache dann weniger permeabel bzw. vollig 
impermeabel wird. 

4. Sduren und Laugen. Die in Lésungen von Sauren oder Laugen 
hervorgerufene Exosmose der wasserunléslichen Phosphatide ist stets 
gréBer als in reinem Wasser. Die Starke des Phosphatidaustritts hangt 
von der Konzentration der Saure- bzw. Laugenlésung ab. Innerhalb 
gewisser Grenzen ist der Austritt der unléslichen Fraktion und des 
Zellfarbstoffs um so stirker, je héher die Konzentration der Saure 
oder Lauge ist. Doch wird bei starken Siuren und Alkalien bald ein 
Maximum der Exosmose erreicht und eine weitere Konzentrations- 
steigerung bewirkt eine Verminderung des Austritts. Fiir Essigsaure, 
andere schwache Sauren und NH,OH kann kein Maximum der Phos- 
phatidexosmose erreicht werden. 


In Lésungen einer Lauge tritt mehr Zellfarbstoff in das Dialysat 
iiber als in reinem Wasser oder in der Lésung einer Siure. Der Austritt 
der unléslichen Fraktion kann schwer verfolgt werden, da diese Eiweib- 
Phosphatidverbindung in Alkalien léslich ist. 

Durch die Zugabe irgendeines Salzes zur Siure- oder Basenlésung 
wird die Menge der herausdiffundierenden Phosphatide verringert. 
Ist die Konzentration des zugesetzten Salzes geniigend groB, so kann 
die durch die Saure (oder Lauge) hervorgerufene erhéhte Permeation 
fir die unlésliche Phosphatidfraktion annahernd vollkommen unter- 
driickt werden. 

Sowohl CO, als auch H,S bewirken schon bei niederen Tempe- 
raturen einen ziemlich reichlichen Farbstoffaustritt, wahrend die 
Phosphatidexosmose nur bei H,8 gesteigert ist. Beide Vorginge sind 
reveravbel. 


31* 
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5. Verschiedene chemische Stoffe. A. Kérpereigene Stoffe. In ver 
schiedenen Zuckerlésungen ist die Menge der ausdialysierten wasse1 
unléslichen Phosphatide in gleichen Zeiten geringer als in reinem 
Wasser, doch ist die Wirkung der einzelnen Zucker auch untereinander 
verschieden. Diese Verhaltnisse sind aus den Tabellen und besonders 
aus den beigegebenen Abbildungen deutlich zu ersehen. 

In Lisungen verschiedener Konzentration von Saccharose, Liivulose 
und Dextrose wurde der Austritt der unléslichen Fraktion quantitat iy 
verfolgt. 

Wir konnten zeigen, daB zwischen der Absorption von Wasser 
durch die Zellkolloide und der Exosmose der wasserunléslichen 
Phosphatide enge Beziehungen bestehen. Alle Stoffe, welche das 
Wasserbindungsvermégen erhéhen, férdern auch die Phosphatid- 
und Farbstoffausscheidung; mit der dehydratisierenden Wirkung 
parallel geht auch eine Verminderung der Exosmose der unldslichen 
Phosphatide. 

In Lésungen von Harnstoff ist die Phosphatidausscheidung starker 
als bei der Dialyse gegen reines Wasser. Glycerin tibt einen hemmenden 
Einflu8 auf die Exosmose der wasserunléslichen Phosphatide aus; der 
Austritt des Farbstoffs ist weniger behindert. Auch in diesen Versuchs- 
reihen wurde die Menge der ausdialysierten unléslichen Fraktion quan- 
titativ ermittelt und in Kurven festgehalten. 

B. Zellfremde Stoffe. Es wurden einige Alkohole, Ketone und 
Athylamin auf ihre Wirkung, die sie dem Austritt der wasser- 
unléslichen Phosphatide gegeniiber entfalten, gepriift. Ein Zusatz 
dieser Stoffe zum Dialysat wirkt férdernd auf die Exosmose der un- 
léslichen Phosphatide, wobei sich innerhalb gewisser Grenzen eine 
direkte Abhangigkeit von der Konzentration zeigt. Zwischen Be- 
einflussung der Wasserbindung und Wirkung auf den Phosphatidaustritt 
besteht bei den Stoffen dieser Gruppe kein Zusammenhang, da fiir die 
Férderung des Austritts der wasserunléslichen Phosphatidfraktion dic 
Kapillaraktivitat der Substanzen maBgebend zu sein scheint. 

6. Tierische Gifte. Zugabe von Kobra- oder Bienengift zu den 
Dialysaten der roten Riibe hatte eine iiberaus starke Exosmose von 
Zellfarbstoff zur Folge. Durch ein in diesen Giften enthaltenes Enzym 
werden die Phosphatide der Zellgrenzschichten chemisch verandert. 
indem aus ihrem Molekiil Olsiure abgespalten wird. Die dadurch 
entstehende Substanz, die einen Palmitylglycerinphosphorsaurecholin- 
ester darstellt und den Namen Lysocithin tragt, ist erst fiir die zell- 
schadigende Wirkung verantwortlich zu machen. 


Ein direkter Zusatz von aus Eierlecithin gewonnenem Lysocithin 
zu den Dialysaten hatte dieselbe Wirkung wie Kobra- oder Bienengift. 
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SchlieBlich wurde ein System konstruiert, das eine mit Farbstoff 
erfiillte Zelle nachahmen soll und dann der EinfluB verschiedener 
iuBerer Faktoren auf die Farbstoffabgabe dieses Modells untersucht. 

Die Ubereinstimmung unseres kiinstlichen Systems, einer mit 
Himatoxylin gefirbten Eiereiwei8-Phosphatidverbindung, mit den 
natiirlichen Verhaltnissen bei der lebenden Zelle war von weitgehendster 
Art. 

Die Annahme einer kolloiden Phosphatid- bzw. einer Phosphatid- 
KiweiBgrenzschicht der Zellen erlaubt fiir die meisten der durch dufere 
Faktoren hervorgerufenen Anderungen der Permeabilitat eine befriedigende 
Erklarung. Durch die verschiedenartigsten Faktoren werden physikalisch- 
chemische, in einigen Fdillen (Licht, tierische Gifte) auch rein chemische 
Verdnderungen der iiberaus labilen Phosphatide hervorgerufen. Durch 
die vollstdindige oder teilweise, reversible oder irreversible Fallung dieser 
wasserléslichen ,.Lipoide‘‘, durch die Gelbildung und Peptisation, sowie 
durch die vermehrte oder verminderte Hydratationsfaihigkeit der weiter 
ins Zellinnere gelagerten wasserunléslichen Phosphatid-EiweiBverbindung 
kiénnen experimentelle Anderungen in der Durchlassigkeit der Zellgrenz- 
schichten wohl verstdndlich gemacht werden. 


Freilich wird man neben einer kolloidchemischen Auffassung des 
Permeabilitiétsproblems zur Erklarung der groBen quantitativen Unter- 
schiede mit der verschiedene Stoffe in die Zelle eindringen, auch die 
Adsorptionstheorie als wichtiges Hilfsmittel nicht entbehren kénnen. 














Uber den Einflu8 des Insulins auf die Fettverteilung im Serum. 


Von 
Anast. A. Christomanos. 


(Aus der I. inneren und der biologisch-chemischen Abteilung des Stadtischen 
Krankenhauses am Urban in Berlin). 


(Eingegangen am 10. August 1929.) 


Die Einwirkung des Insulins auf den Blutfettspiegel wurde ver- 
schiedentlich untersucht, wobei teils die Gesamtmenge der atherléslichen 
Stoffe, teils nur der Cholesterin- oder Lecithingehalt bestimmt wurde. 
Die Angaben iiber die Verteilung der verschiedenen Fraktionen sind 
in der Literatur teilweise widersprechend. Die diabetische Lipo- 
Lipoidamie (1) ist keine konstante Erscheinung, bei ihr kann der Fett- 
gehalt des Serums, der normal] bis zu 1 %, Fett betrigt, bis tiber 9°, 
ja in manchen Fallen sogar bis zu 27°, erreichen (2). Zur Deutung 
dieser Lipimie wurden verschiedene Méglichkeiten in Erwigung ge- 
zogen, so vor allem die beim Diabetes eintretenden Gewebseinschmelzung 
und die Mobilisierung des Fettdepots (3), sodann eine Abnahme des 
lipolytischen Vermégens bzw. eine Umwandlung des Zuckers in Fett 
nach der Geelmuydenschen (4) Hypothese. Der Fettspiegel im Blute 
ist nach manchen Autoren nach Insulin gesenkt (5), nach anderen 
nicht beeinfluBt, oder an den oberen Grenzen der Norm gefunden 
bzw. erhéht (6). 

Ich versuchte 

1. das Verhalten der Menge der freien, durch Natronlauge neu- 
tralisierbaren Sauren (Saurezahl), 

2. der Menge der ungesattigten Verbindungen (Jodzahl) und 

3. die Menge des Gesamtfettes im Atherextrakt des Serums vor 
und nach Insulin festzustellen. Unsere Bestimmungen wurden am 
Krankenhausmaterial vorgenommen, an stoffwechselgesunden Menschen 
und an Diabetikern. Leider konnten wir tiber ausgesprochen diabetisch- 
lipamische Fille nicht verfiigen. 
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Wir gingen so vor, daB wir die Fette des Serums mit Ather wieder- 
holt extrahierten. Da aber hierbei nur die im Serum vorhandenen 
freien Fette erfaBt werden, nicht aber diejenigen, die eine eventuelle 
Verbindung mit Eiweif eingehen, haben wir einen anderen Teil des 
Serums bei hoher Temperatur unter Druck behandelt, zwecks Frei- 
machung der Fettséiuren aus Fett-EiweiBverbindungen. Die von 
Bondi (7) und Abderhalden (8) untersuchten Fett-EiweiBverbindungen, 
(Lipoproteide) stellen eine amidartige Kuppelung zwischen Fettsaduren 
und Aminosauren dar und zeichnen sich durch ihre Unldéslichkeit in 
Ather aus. 

Zur Methodik. 


Bei den zu unseren Untersuchungen herangezogenen Patienten 
(s. unten) wurden niichtern, vor und nach Insulin je 40 ccm Blut ent- 
nommen. Wir gaben immer auf einmal 30 bis 100 Einheiten. Insulin 
Welcome subkutan. Die Entnahme des Blutes erfolgte konstant 
45 Minuten nach der Insulingabe. 


3cem des durch Zentrifugieren gewonnenen Serums wurden nach 
viermaligem Ausschiitteln mit 20cem chemisch reinem, tiber Natrium 
redestilliertem Athylather, wobei jedesmal 5 Minuten geschiittelt wurde, 
extrahiert. Die gesammelten Atherausziige werden vereinigt, mit 50 cem 
redestilliertem Wasser versetzt und mit Phenolphthalein gegen n/100 Natron- 
lauge unter staéndigem Schiitteln auf bleibende Rosafarbung titriert. Nach 
jeder Bestimmung, die doppelt ausgefiihrt wurde, wurden Leerbestimmungen 
an den gleichen Mengen Ather und Wasser vorgenommen zwecks Bestimmung 
ihres Séuregrades. Die zur Vollbestimmung verbrauchten Kubikzentimeter 
n/100 Natronlauge entsprechen den im Atherauszug des Serums vorhandenen 
neutralisierbaren Fettsauren. 

Die Bestimmung der Menge der ungesattigten atherléslichen Ver- 
bindungen wurde so vorgenommen, da die auf die gleiche Weise aus 3 ccm 
Serum gewonnenen Atherausziige mit je 2ccm einer zehnfach verdiinnten 
Wiljeschen (9) Jodlésung versetzt und 15 Minuten im Dunkeln stehen- 
gelassen wurden. Danach wurden 50 ccm destilliertes Wasser hinzugesetzt 
und n/100 Thiosulfatlésung bis zur schwachen Gelbfirbung zugegeben. 
Dann wurden 10 Tropfen einer 1%igen Starkelésung hinzugesetzt und 
auf Entfairbung weitertitriert. “Der gefundene Wert wurde von dem der 
gleichzeitig vorgenommenen Leerbestimmung abgezogen. Die Differenz 
ist proportional der im Atherextrakt vorhandenen ungesattigten Verbin- 
dungen (Jodzahl). 


Die Gesamtfettmenge bestimmten wir, indem wir den Riickstand 
des filtrierten Serumétherextraktes zur Verdunstung brachten, dann 
mit Petrolather aufnahmen und den Riickstand nach Verdunstung des 
Petrolathers wogen. 

Die nach den angegebenen Methoden ausgefiihrten Bestimmungen 
sind im Atherextrakt des Serums vor und nach Insulin vorgenommen. 


Um die an Eiwei8 gebundenen Fette zu gewinnen, wurde ein 
aliquoter Serumteil aus den Blutproben vor und nach der Insulingabe 
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in ein kleines, durch Aluminiumblech lose verschlossenes Erlenmeye: 
kélbchen aus Jenaer Glas hineingetan und im Autoklaven unter einem 
Druck von 8 bis 12 Atmospharen wahrend 3 bis 4 Stunden erhitzt 
Nach dieser Zeit resultiert eine triibe briunliche, eigentiimlich ranziy 
riechende Flissigkeit, welche mit Ather extrahiert wird. Im Ather 
extrakt wurden ebenfalls die oben angegebenen Bestimmungen aus. 
gefiihrt. 

Durch unsere Untersuchungen konnten wir feststellen, daB bei 
stoffwechselgesunden Menschen, im erhéhten MaBe bei Diabetikern 
nach Insulin meistens ein mehr oder minder starker Abfall des Gesamt 
fettes (Tabelle IIIa und IIIb), der Saurezahl (Tabelle la und Ib) und 
der Menge der ungesattigten, atherléslichen Verbindungen (Tabelle Ila 
und IIb) im Serum erfolgte. Nach Behandlung des Serums im Auto 
klaven war sowohl die Saurezahl als auch die absolute Menge der 
Fette erhéht, in erhédhtem MaBe nach Insulindarreichung. Die Menge 
der ungesattigten Verbindungen lieB keine deutliche Veranderung 
erkennen. Daraus ]4B8t sich schlieBen, daB nach Insulin in manchen 
Fallen eine mehr oder weniger starke Senkung des aus dem genuinen 
Serum extrahierten Fettes eintritt, wahrend das nach Autoklavisieren 
des Serums erhaltene Fett zunimmt. Diese Anderung diirfte zum Teil 
so zu erklaren sein, daB unter Insulinwirkung freies Fett an Eiweil- 
stoffe oder ahnliche Kérper gebunden wird. Es lage demnach kein 
Verschwinden des Fettes, sondern nur eine Maskierung vor, wie sic 
schon von Mansfeld (10) beschrieben worden ist. Diese Eiweil- 
verbindungen, die beim Ausschiitteln des Serums mit Ather nicht in 
ihn tibergehen, kommen wahrscheinlich normal vor und werden durch 
Insulin vermehrt. Die erhéhten Saurezahlen nach Behandlung des 
Serums im Autoklaven sind nicht auf ein vermehrtes Vorhandensein 
von abgespaltenen N-Verbindungen zuriickzufiihren, wie N-Be- 
stimmungen im Atherextrakt des Serums vor und nach Spaltung der 
EiweiSkérper im Autoklaven ergabei. 

Wie diese Bindung zwischen Fett und EiweiS zustande kommt 
und welcher Art sie ist, ]}48t sich durch die vorliegenden Untersuchungen 
nicht feststellen. 


Zusammenfassung. 


1. Nach Insulin tritt vorwiegend eine Senkung der Saurezahl, der 
Menge der ungesattigten atherléslichen Verbindungen und des Gesamt- 
fettes im genuinen Serum bei Diabetiker sowie beim Gesunden ein. 

2. Nach der Autoklavisierung des Serums ist die Saurezahl und die 
absolute Menge der Fette vermehrt. Diese Vermehrung tritt in er- 
héhtem MaBe ein, falls vor der Autoklavisierung des Serums dem 
Patienten Insulin beigebracht wurde. 
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EinfluB des Insulins auf die Fettverteilung im Serum. 


Tabelle Ia. 


Saurezahlen im Atherextrakt des Serums Gesunder 


in Kubikzentimetern n/100 NaOH. 





Nr. des Patienten : 2 ; 9 10 13 5 16 17 


Insulin-Einheiten : 100 iT) 30 30 nO 


Frei im Serum. 
2,5 | 6,36] 12,45 6,24 


21 | 4.0 | 11,10| 6,0 


Vor Insulin 
Nach Insulin 


Nach Autoklavisieren des Serums. 


2,0 9,2! 4,5 | 4,16) 4,13 7,45! 21,6 82 
8,2 11,2) 2.5 | 5,35) 5,69 8.0 | 21.5 8,4 


Vor Insulin . 8,34) 6,5 


Nach Insulin 


Tabelle Ib. 


Mittel 
in 
i 3 ecem 


45 


71 


3.74 6.99 81 


Siurezahlen im Atherextrakt des Serums Diabetiker 


in Kubikzentimetern n/100 NaOH. 


Mittel 
in 
100 cem 


165,0 
148,5 


234,83 
267,3 





Nr. des Patienten : 
Insulin-Einheiten : 


Acetonurie: 


Frei im Serum. 


44 148 7.9 
3,1 10,5 10,8 


2.68 
23 


Vor Insulin . . |2,9 13,715,7 6,3 
8 


Nach Insulin 2 4,7 44 


Nach Autoklavisieren des Serums. 
3,7 3,110.5 83 5,0 
41 5813.2 12,7 89 169 152 46 7,6 
* Die mit einem Kreuz bezeichneten Fille wiesen Aceton im Harn 
Kreuzen auch Acetessigsiure. 


Vor Insulin . 
Nach Insulin 


Tabelle Ila. 


16,2 13,58 4,12 65 53 
6,2 


auf, 


Mittel 
in 
3 cem 


7,6 
9,4 


Mittel 
in 
100 cem 


254,1 
158,4 


250.8 
310,2 


die mit zwei 


Menge der atherléslichen ungesaéttigten Verbindungen im Serum Gesunder 


in Kubikzentimetern n/100 Thiosulfat. 





Nr. des Patienten : 2 3a 9 10 13 15 16 17 20 


Insulin-Einheiten : 10050 30 30 50 50 50 


Frei im Serum. 


Vor Insulin . 2,5 
Nach Insulin . ; 7 | 2,7 


5.6 4,5 
1,2 3,6 
utoklavisieren des Serums. 


6,7 49 7,2 68 
7,0 5,0 43. 6,5 


Vor Insulin. . ’ ? 
Nach Insulin . ei 3 


Mittel 
in 
3ecem 


2, 
1 


1 
4 


48 
50 


Mittel 
in 
100 cem 


69,3 
46,2 


’ 


158,4 
165,0 
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Tabelle IIb. La Cl 

Menge der atherléslichen ungesaéttigten Verbindungen im Serum Diabetiker Jouri 
in Kubikzentimetern n/100 Thiosulfat. Phys 

Mediz 

Nr. des Patienten: 1 é-1 6.3.6 . 12 | 14 | 15a} 18 | 19 S. 14 
Mittel | Mittel Zeits« 

Insulin-Einheiten: 100 50 nw | yw 35 | «30 ww BT) nO in in 1924: 
tinsiniatiatiliiesas — 3cem § 100¢cem tach at 
Acetonurie: ++ ++ + + + + ++ + 1928; 
Theis 


Frei im Serum. 


Vor Insulin. . || 5,2 1,2;08 11 09:47 °29 ? 
Nach Insulin . 3,0 1,3 


543, £ 
43 0,6 79,2 Chem 
3/0,5:06:'02 25 1,9 ? | 52 0,48 56,1 Sprin 
Nach Autoklavisieren des Serums. Pfliig 
Vor Insulin . . | 6,0 | 76/88/26 1,5!52';39! ? |5,7'09 || 4,7 1651 
Nach Insulin . 64 94 54 06 2,5 61 41 7 60 098 45 1485 
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Tabelle Illa. 


Gesamtfettmenge im Atherextrakt des Serums Gesunder 
in Milligramm. 





Nr. des Patienten: 10 15 16 17 20 Mittel 


Insulin-Einheiten : mw 30 nO nO a) in 3eem jin 100ecm 


Frei im Serum. 


Vor Insulin 4,1 7,2 7,8 3,5 1,0 47 165.1 
Nach Insulin. 4,7 58 6,9 3,0 0,5 41 135,3 


Nach Autoklavisieren des Serums. 
8 
1 


Vor Insulin ; 17, 13,7 15,9 12,0 9,0 18,68  451,4 
Nach Insulin. . 17, 14,8 16,5 25,7 15,2 18,2 590.6 


Tabelle IIIb. 


Gesamtfettmenge im Atherextrakt des Serums Diabetiker 
in Milligramm. 





Nr. des Patienten: 1 5 14 15a 18 19 Mittel 
Insulin-Einheiten : 100 80 30 ww nO i) in 3eem in 100 cem 
Frei im Serum. 


Vor Insulin . . 14,0 89,0 8.5 0,6 13 7,3 13,7 4 
Nach Insulin. 15.6 35,0 6,1 0,9 13 6,5 12.8 4 
N 


ach Autoklavisieren des Serums. 
Vor Insulin . . 21,1 60,0 10,1 13,0 19,0 10,2 22.2 735 
Nach Insulin. . 86,0 | 70,0 | 12,9 | 22,2 | 220 1438 29.5 y 
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Uber die zellfreie Garung. LI. 


Von 


A, Lebedew. 


(Aus dem wissenschaftlichen Forschungsinstitut fiir Chemie der ersten 
Moskauer Universitat.) 


(Eingegangen am 6. September 1929.) 


In der ersten Abhandlung hat Kostytschew! die ,,Nichtexistenz der 
zellfreien Garung* feierlich proklamiert. Die Garwirkung des Mazera- 
tions- und PreBsaftes suchte er zuriickzufiihren auf die geheimnisvolle 
auBerordentliche Stimulierung der Garkraft der sich in diesen Saften 
befindenden Hefezellen durch unbekannte, in getéteten Hefezellen 
enthaltene Stoffe, die Wildiers ,,Bios‘‘ nannte und die nach Kostytschew 
mit der vermeintlichen Cozymase identisch sind®. ,,Die alte Zymase- 
theorie“, schreiben Kostytschew, Medwedew und Kardo-Sysojewa, ,,war 
unfahig, den Zusammenhang der einzelnen Géirungsstufen in be- 
friedigender Weise zu erkléren. Simtliche modernen chemischen 
Garungstheorien sind genétigt, die Anteilnahme mehrerer Fermente 
am Garungsvorgang anzunehmen. Nun setzt die glatte ,,zellfreie’’ Zucker- 
vergadrung die Existenz einer Koordin ierung der einzelnen Fermentwirkungen 
voraus, die auferhalb des ZeiJplasmas wohl ausgeschlossen ist®. Somit 
ist der regelmafige Verlauf der zellfreien Gdrung unbegreiflich*.“‘ Aus 
diesem Satze geht die rein vitalistische Anschauung der Autoren iiber 
den Garungsproze8 klar hervor: ohne Zellplasma — keine Garung! 


In der zweiten Abhandlung® schreibt Kostyt&chew, nachdem von 
mir® sowie von Kluyver und Struyk? auf die Unhaltbarkeit seiner 
Ansichten hingewiesen wurde, die Garwirkung des Hefensaftes schon 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 244, 1927. 
l.c., 8S. 264. 

Von mir hervorgehoben. A. Lebedew. 
l.c., S. 265. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 55, 1928. 
Ebendaselbst 178, 89, 1928. 
Ebendaselbst 170, 110, 1927. 
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nicht mehr den durch ,,Bios‘* auBerordentlich stimulierten Hefezellen 
zu, sondern besonderen Bakterien, welche die dichtesten Filter, wie 
z. B. Chamberlandfilter, zu passieren vermégen. ,,Zusammenfassend™, 
sagte Kostytschew', ,,ist also der Schlu8 zu ziehen, daB die Garung 
des Mazerationssaftes eine bakterielle Garung ist. Es liegen keine 
Griinde vor zur Annahme einer zellfreien Garung im Hefenmazerations- 
saft.‘‘ Hier findet sich schon kein Wort mehr iiber die durch ,, Bios‘ 
stimulierten Hefezellen. Der Autor zieht auBerdem seine vitalistischen 
Ansichten tiber die Nichtexistenz der zellfreien Garung etwas zuriick, 
indem er sagt, daB dieser Ausdruck .,nur fiir die Gegenwart‘ giiltig 
ist?. ,,Es lag uns fern, zu behaupten’’, fahrt er fort, ,,daB die zellfreie 
Garung eine Unméglichkeit sei und also nie entdeckt werden kénne. 
Solche Annahmen diirfte tiberhaupt kein experimentell arbeitender 
Forscher machen?.** Und doch hat Kostytschew selber diese -Annahme, 
wie man aus dem oben zitierten Satze sieht, gemacht. 

In der dritten Abhandlung‘ ,,Uber einige girungsfahige Mikroben 
im Mazerationssaft‘‘ beschreibt Kostytschew mit Schulgina einige 
, 8ichtbare“, durch Chamberlandfilter filtrierbare alkoholbildende Mi- 
kroben. Da ich, genau den Vorschriften der Autoren folgend, aus dem 
Mazerationssaft keine Alkoholgirung hervorrufende Bakterien isolieren 
konnte, habe ich mich, um ihre Ergebnisse nachpriifen!zu kénnen, 
an Herrn Kostytschew gewandt, doch konnte ich leider von ihm 
keine Reinkulturen der soeben erwahnten Bakterien erhalten. Obwohl 
mir — ebenso wie Kluyver und Struyk® und Meyerhof® klar ist, 
daB sich Kostytschew auf dem faslchen Wege befindet, habe ich dennoch 
die Impfungsversuche, die er fiir einzig ausschlaggebend halt?, wieder- 
holt, die aber, wie von vornherein zu erwarten war, alle negativ ver- 
laufen sind. Einige von diesen Versuchen méchte ich hier wiedergeben. 


Versuch 1. Zu diesem Versuch und zu den anderen Versuchen 
habe ich eine Trockenhefe verwendet, die von Herrn Dektoranden 
Kremlewski in der Trechgorni- Brauerei vorbereitet und im Laboratorium 
bei etwa 25 bis 30° getrocknet wurde. Diese Trockenhefe gab einen 
fast inaktiven Mazerationssaft, wie es in den letzten Jahren infolge 
der Verschlechterung der Hefeernihrung nicht selten vorkommt. 
Zur Bestimmung des Trockenriickstandes des verwendeten Mazerations- 
saftes wurden 5ccm Saft in einer Glasschale auf dem Wasserbade bis 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 72, 1928. 
2? Ebendaselbst, S. 56. 

3 Ebendaselbst 168, 265, 1927. 

4 Ebendaselbst 182, 50, 1929. 

a 

® Diese Zeitschr. 208, 252, 1928. 

? Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 53, 67—71, 1928. 
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zur Trockne eingedampft und im Vakuumexsikkator bis zur Gewichts- 

konstanz getrocknet. Es wurden 0,5642 g oder 11,28 °, Trockensubstanz 

erhalten. Ich habe den frisch erhaltenen Mazerationssaft durch ein 

Seitzsches Laboratoriums-Asbestfilter, das zuerst im Kochschen Dampf- 

apparat sterilisiert wurde, unter Innehaltung aller VorsichtsmaBregeln, 

die bei bakteriologischen Arbeiten iiblich sind, abfiltriert, wobei die 
ersten Portionen durch vorsichtiges Absaugen weggeworfen wurden. 

Der filtrierte Saft wurde auf 20 Erlenmeyerkélbchen mit Meisslschem 

VerschluB, die durch Erwarmen bis auf etwa 150° sterilisiert worden 

waren (der obere Teil des Verschlusses wurde mittels Watte geschiitzt). 

in folgender Weise verteilt: 

Nr. lund 2: je 10cem Saft + 4g Rohrzucker. 

» 3 ,, 4: je 10cem Saft + 4g Rohrzucker + 50 mg Magnesiumsalz des 

Hexose-di-phosphats. 

6: je 5cem Saft + 5cem Coenzymlésung + 4g Zucker. 

8: Fiillung wie in den Versuchen 5 und 6 + 50 mg Magnesium- 

salz des Hexose-di-phosphats. 

» 9 ,,10: 10cem Saft + 5cem Coenzymlésung + 4 g Zucker + 0.5 cem 
des sich in lebhafter Garung befindenden Mazerationssaftes, 
wie es Kostytschew und Chomitsch vorschlagen', + 50 mg 
Magnesiumsalz des Hexose-di-phosphats. 


Den garfahigen aktiven Saft habe ich aus der Moritz-Trockenhefe, 
die ich im Laboratorium von G. Bertrand im Pasteurschen Institut 
im Jahre 1928 selbst vorbereitet habe, dargestellt. Die Hefe wurde 
im Thermostaten - Zimmer? in iiblicher Weise im Laufe von etwa 
2 Tagen getrocknet. 

Ich benutze die Gelegenheit, Herrn Prof. Dr. G. Bertrand fiir das 
liebenswiirdige Entgegenkommen meinen verbindlichsten Dank auch 
an dieser Stelle auszusprechen. 


~1 oo 


Die ,,Coenzymlésung* aus der Moritz-Trockenhefe wurde wie folgt 
dargestellt: 1 Teil Trockenhefe wurde mit 3 Teilen Wasser gemischt 
und in einem Becherglase im siedenden Wasserbad 10 bis 15 Minuten 
lang erwarmt und abfiltriert. Das Filtrat wurde in einem Kélbchen 
auf der freien Bunsenflamme bis zum beginnenden Sieden erwirmt 
und wieder abfiltriert. Die so erhaltene Fliissigkeit, die ich weiter 
bedingungsweise ,,Coenzymlésung* nennen werde, war gelblich gefarbt 
und wasserklar. 

Die Kélbchen Nr. 11 bis 20 (ohne Zuckerzusatz) dienten als Kon 
trolle. Zu allen Kélbchen wurden je 20 Tropfen Toluol zugesetzt. 
Nach dreitagigem Stehenlassen bei etwa 26° war das Ergebnis, auf 
20 ccm Saft umgerechnet : 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 71, 1928. 
2 Das heiBt im Zimmer, das als Thermostat eingerichtet ist. 
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, CO, (Mittel) 7 CO, (Mittel) || Differenz CO, 
- *'s Nr. "8 ! gz 2 
1 und 2 0,0201 11 und 12 0.0051 0,0150 
ae 0,0232 = oe 0,0063 0,0169 
ae eee 0.03038 b, % 0,0084 0.0219 
ee 0,0311° 7. 3 0,0079 0,0232 
9 10 0,0828 . - 0,008 1 0,0247 


Diesen Versuch habe ich mit der Abanderung wiederholt, dab 
einmal 2g, das andere Mal 1g statt 4g Zucker zugesetzt wurden. 
Da das Ergebnis fast das gleiche war, so eriibrigt es sich, um Platz zu 
sparen, die Zahlen hier wiederzugeben. 

Versuch 7. Zu diesem Versuch wurden acht sterile Erlenmeyer- 
kélbchen mit Meisslschem VerschluB genommen. Nr. 1 und 2 wurden 
mit je 10 cem des filtrierten und Nr. 3 und 4 mit je 10 ccm des un- 
filtrierten Mazerationssaftes aus Moritz-Trockenhefe beschickt. Zu 
Nr. 1 bis 4 wurden auBerdem je 4 g Zucker zugesetzt. Die Nr. 5 -bis 8 
(ohne Zuckerzusatz) dienten als Kontrolle. Zu allen acht Kélbchen 
wurden je 20 Tropfen Toluol zugefiigt. Nach fiinftagigem Stehen- 
lassen bei etwa 26° wurde die Garkraft nach Buchner bestimmt. Das 


Ergebnis war: 


Nr. 1 (unfiltriert) . . . 1,209 Nr. 3 (filtriert) . . . . 1,191 
as ” 1,196 ca ‘in Sie ke oe 


Alle Versuche, aus den filtrierten Saften die gairungsfahigen Mi- 
kroben nach der Methode von Kostytschew und Chomitsch' zu isolieren, 
sind fehlgeschlagen. Wir haben iiberhaupt aus diesen Saften keine 
Mikroben isolieren kénnen. Der krasse Widerspruch zwischen meinen 
Versuchen und den Versuchen von Kostytschew JaBt sich nur auf die 
Weise erkliren, daB er entweder mit stark verunreinigten, nicht richtig 
vorbereiteten Trockenhefen operierte, oder daB er, was noch wahr- 
scheinlicher ist, mit schlechten Chamberlandfiltern gearbeitet hat. 

Versuch 8. Ich méchte noch einen Versuch anfiihren, den Herr 
Doktorand Kremlevski auf meine Veranlassung ausgefiihrt hat, dem 
ich auch an dieser Stelle meinen Dank ausspreche. Der Versuch ist 
fast analog dem ersten oben beschriebenen Versuch, allerdings mit 
dem Unterschied, daB statt des filtrierten inaktiven Mazerationssaftes 
aus T'rechgorni-Trockenhefe der unfiltrierte Saft aus derselben Trocken- 
hefe angewendet wurde und statt des Magnesiumsalzes des Hexose-di- 
phosphats das Calciumsalz, das mir in liebenswiirdiger Weise von 
Herrn C. Newberg gesandt wurde, zugefiigt wurde. Als Impfungssaft 
diente wieder der aktive Mazerationssaft aus Moritz-Trockenhefe. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 53, 1929. 
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: CO, (Mittel) - CO, (Mittel) Differenz CO, 

Nr. 2 g Nr 2 2 g 2 
lund 2 0,0434 11 und 12 0.1178 + 0,0256 
are 4 0,0588 13 0,0840 — 0,0252 
7 und 8 0,0490 17 “0,026 + 0,0230 
9 , 10 01,0520 _ o 


Wir sehen, daB im Verhalten des filtrierten und nicht filtrierten 
Saftes kein groBer Unterschied besteht, und daB die bakteriologische 
Untersuchung ebenso wie die Impfungsversuche ganz entschieden 
gegen die ,,neue Theorie‘ von Kostytschew sprechen. 

Wenn wir uns nun an die Versuche von Kostytschew' iiber die ver- 
meintliche Isolierung von Methylglyoxal bei der alkoholischen Garung 
erinnern, die sich nach Newberg und Kobel? sowie mir* als fehlerhaft er- 
wiesen haben, so sehen wir, daB gegeniiber den Angaben von Kostytschew 
die gréBte Vorsicht am Platze ist. Die Gelehrten, die sich bis jetzt 
fiir ihre Garungsversuche des PreB- oder Mazerationssaftes bedienten 
kénnen also, ungeachtet der nicht reproduzierbaren Versuche von 
Kostytschew, diese ruhig auch weiterhin benutzen. Da8 einzelne Bak- 
terien in freilich sehr seltenen Fallen ebenso wie die Hefe Alkohol und 
CO, produzieren kénnen, ist nicht besonders wunderbar. So haben 
z. B. Neuberg und Simon‘ gezeigt, daB sogar Essigbakterien unter ge- 
wissen Bedingungen der alkoholischen Garung fahig sind. Wenn die 
Behauptung von Kostytschew, daB sich in einzelnen PreB- und Mazera- 
tionssiften girungsfahige Mikroben zufalligerweise befinden kénnen, 
iiberhaupt richtig ware, so hatte diese Tatsache an und fiir sich, wie 
aus den eben angefiihrten Versuchen von mir und Kremlewski klar 
ersichtlich ist, mit der Existenz oder Nichtexistenz der zellfreien Garung 
nichts zu tun, indessen hat Kostytschew sich beeilt, diese vereinzelten 
Fille zu verallgemeinern und seine ,,neue Theorie*‘ zu entwickeln. 

Die Zymasegiirung stellt gerade ein héchst bedeutsames Beispiel 
der in allen wesentlichen Punkten ungestérten automatischen Zu- 
sammenarbeit mehrerer Enzyme dar, ohne da dafiir eine regu- 
lierende Wirkung der vitalen Kriafte des Protoplasmas nétig wire. 
Dieses vollkommene Zusammenwirken ist iibrigens infolge der alt- 
bekannten Spezifitat der Enzymwirkung leicht begreiflich, und zu 
deren Verstaindnis braucht man keine geheimnisvollen Eigenschaften 
des Protoplasmas heranzuziehen. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 154, 263, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 191, 472, 1927. 

* Ebendaselbst 200, 149, 1928. 

* Ebendaselbst 197, 259, 1928. 
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Die groBe Leistung von EZ. Buchner ist ein Wendepunkt in dem 
Kampf zwischen den Anhangern der vitalistischen und materialistischen 
Betrachtungsweise der Lebensprozesse geworden. Sie wird durch die 
experimentell nicht begriindeten phantastischen Angriffe von fanatischen 
Anhangern der vitalistischen Weltanschauung keineswegs beriihrt und 
fiir immer unerschiittert bleiben. 

SchlieBlich méchte ich noch auf die Einwande, die mir Kostytschew 
und Chomitsch machen, méglichst kurz eingehen. So schreiben sie: 
,,Lebedew gibt selbst zu, daB im Mazerationssaft zuweilen lebende Hefe 
sich spontan entwickelt, und zwar in Gegenwart von Toluol!. Von 
mir ist aber ausdriicklich gesagt: ,,Dies geschieht aber sehr selten und 
nur bei Hefensaft, der mehrere Tage gestanden hat‘‘?. Das ist indessen 
leicht begreiflich, da zu Ende der Giarung nur sehr wenig* Toluol in 
der Garflissigkeit bleibt, dessen Hauptmenge durch die entweichende 
Kohlensdure ausgetrieben wird, um so mehr, als die wilde Hefe, von 
der in der zitierten Stelle die Rede ist, sich méglichegweise etwas 
resistenter gegentiber dem Antisepticum als Kulturhefe verhalt. 

Weiter schreiben die Autoren: ,,Den Einflu8 der Art des Zucker- 
umsatzes sucht Lebedew dadurch zu erklaren, dab, nach, seinen Er- 
fahrungen, die Geschwindigkeitskonstante der zellfreien Garung bei 
hohen Zuckerkonzentrationen geringer ist als bei niedrigen Zucker- 
konzentrationen. Dies ist jedoch keine Erklarung, denn der Verfasser 
iibersieht, daB seine Bestimmungen der Giéarungsgeschwindigkeit, 
unserer Meinung nach, ebenfalls nicht mit Garungsferment, sondern 
mit lebenden Bakterien ausgefiihrt worden waren‘.“‘ Gerade diese 
willkiirliche Annahme haben die Autoren nicht bewiesen und werden 
sie, wie aus oben gezeigtem folgt, niemals beweisen, zweitens haben 
sie keine bessere Erklarung ihrer ,,iiberraschenden Entdeckung*' gegeben, 
die mit ihrer ,,neuen‘‘, nicht enzymatischen Theorie in Einklang stiinde. 

Zum SchluB, fahren die Autoren fort5, ,,teilt Lebedew die 
Resultate der neuen Versuche mit, welche zeigen, daB die bei 35 bis 45° 
im Ventilator-trockenschrank im Verlauf von 5 Stunden getrocknete 
Hefe bedeutend schwacher giirende® Mazerationssifte liefert als dieselbe 
Hefe, die 24 Stunden bei 28 bis 32° ohne Luftzug getrocknet wurde. 
Der Verfasser erblickt darin einen Widerspruch zu unseren Schlui- 
folgerungen. Diese Resultate bilden aber im Gegenteil eine neue Stiitze 
unseres Standpunktes ; denn fiir die reichliche Entwicklung der Bakterien 

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 72, 1928. 

2 Ebendaselbst 178, 92, 1928. 

8 In einigen Fallen vielleicht gar kein Toluol mehr bleibt. 

4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 72, 1928. 

5 Ebendaselbst 176, 73, 1928. 

® In Wirklichkeit aber nicht gairende Mazerationssafte, namlich 0,007 
statt 3,170 g Kohlenséure! Lebedew (vgl. dazu l.c., 8S. 100). 
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ist in erster Linie die Dauer des Trocknens von Belang. Im Ventilator- 
trockenschrank wird die Hefe auBerdem nicht feucht, was im nicht 
ventilierten Trockenschrank immer der Fall ist. Namentlich wahrend 
des Trocknens entwickeln sich Bakterien auf feuchten absterbenden 
Hefezellen.** 

Als ich die Abhandlung ,,Uber die zellfreie Giarung“ abfaBte, 
wandte ich mich nur gegen die Behauptung von Kostytschew, daB dic 
Garung des Hefensaftes durch lebende Hefezellen hervorgerufen wird. 
Ich schrieb damals: ,,Man sieht also, daB die Mazerationssaéfte aus 
der rasch getrockneten und gut ventilierten Hefe nicht nur keine Gir- 
kraft besaBen, sondern auch einen erheblichen Verlust ihrer redu- 
zierenden Eigenschaften Methylenblau gegeniiber erlitten hatten, 
obwohl die Bedingungen fiir die Erhaltung der Hefezellen im lebens- 
fahigen Zustande in diesem Falle viel bessere waren als in anderen 
(Autolyse, schwacher Luftzutritt)“‘!. Nachdem ich die Unhaltbarkeit 
der Ansichten von Kostytschew gezeigt hatte, wechseln nun die Autoren 
plétzlich die Front und sprechen schon nicht mehr iiber die Hefe- 
zellen, sondern tiber die garfahigen Bakterien. Aber auch bei dieser 
erzwungenen Anderung ihrer Behauptung kommen die Autoren nicht 
besser aus: man sieht sofort, daB sie die Trockenhefe nicht richtig 
darstellen: sie trocknen die Hefe in einem Trockenschrank mit un- 
geniigendem Luftzutritt, infolgedessen die Hefe ,,immer feucht‘ ist. 
Wenn man aber auf diese Weise verfahrt, so kann es sogar geschehen, 
daB die Hefe, besonders wenn sie viel Endotryptase enthilt, auf dem 
Filtrierpapier, das als Unterlage dient, eine dickfliissige Schicht bildet, 
zu deren vollstandiger Austrocknung mehrere Tage nétig sind. Bei 
dieser fehlerhaften Anordnung kénnen sich méglicherweise auch die 
Bakterien massenhaft entwickeln, jedoch bekommt man fiir gewéhnlich 
in diesem Falle einen nicht wirksamen Saft. Ich méchte mit Nach- 
druck darauf hinweisen, daB ich die Hefe immer in einem groBen warmen 
Raum austrocknen lieB, oder in Thermostaten-Zimmer, wie ich es bei 
der Ausarbeitung der Methode im Pasteurschen Institut in Paris getan 
habe, oder schlieBlich in Thermostaten bzw. Trockenschrank, aber mit 
nicht dicht verschlossener Tiir, so daB immer eine geniigende Ventilation 
mdéglich war. Das vollstandige Austrocknen der Hefe dauert gewoéhnlich 
nicht langer als 1 bis 2 Tage. Die Dauer des Austrocknens der Hefe 
kann man leicht durch die Anderung des Luftzutritts, der Schichtdicke 
und der Temperatur nach Belieben regulieren. Es ist nicht aus den 
Ausfiihrungen der Autoren zu ersehen, warum die garfaihigen Bakterien 
nur auf feuchten Hefezellen sich entwickeln sollen und nicht bei der 
Mazeration der Trockenhefe, die nach Kostytschew immer mit ihnen 


' Hoppe-Seylers Zeitschr. 178, 101, 1928. 
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infiziert sei; um so mehr, als die Mazeration bei 35° erfolgt und nach 
Kostytschew dies ausgezeichnet giinstige Bedingungen fiir Bakterien- 
wachstum darstellen solle. Wir sehen nun, daB die Autoren die wichtige 
Rolle der Autolyse zur Freilegung der Zymase tibersehen, und da 
ihre Erklarung auf einer falschen Grundlage beruht. Wir kommen 
also wieder zu dem SchluB, daB, wenn die garwirksamen Bakterien 
wirklich im Safte existieren kénnen, was aber sehr zweifelhaft ist, 
sie sich nur in seltenen Fallen entwickeln, so daB sie mit der enzymati- 
schen Garung des normalen, nicht infizierten, garwirksamen Preb- 
und Mazerationssaftes nichts zu tun haben. Es sind dabei noch zwei 
wichtige Umstiande zu beriicksichtigen. [m Jahre 1911 habe ich gezeigt', 
daB bei der Verdiinnung des Mazerationssaftes die Giarkraft nicht 
proportional der Verdiinnung, sondern bedeutend starker fallt, wobei 
bei der Verdiinnung auf etwa !/; bis '/, der urspriinglichen Konzentration 
des Saftes titberhaupt keine Garung mehr stattfindet und daB die Menge 
des vergorenen Zuckers, wenn dieser sich in der geniigenden Kon- 
zentration vorfindet, beinahe proportional der Menge des Coenzyms 
ist, was auch von Huler und Nilsson? bestatigt wurde. Diese Beob- 
achtungen sind vom enzymatischen Standpunkt aus leicht erklarlich, 
die bakterielle Theorie 1aBt uns jedoch hier véllig im Stich. Gerade 
die Nichtbeachtung der Coenzymrolle bei der PreBsaft- und in noch 
héherem Mae bei der Mazerationssaft-girung macht auch die Aus- 
fiihrungen von Willstdtter iiber die zellfreie Garung hinfallig?. Neuerdings 
haben Myrbdck und Euler *, entgegen der Annahme von mir®, Huler 
mit Mitarbeitern®, Rubner’?, Sobotka®, Abderhalden und Fodor® u. a. m. 
gezeigt, daB sogar Trockenhefegarung, wenn die Hefe in gehdériger 
Weise getrocknet wurde, wobei sie nur */;,9999 der fortpflanzungs- 
fihigen Zellen enthielt und bis 75°, des Garvermégens der lebenden 
Zellen besaB, als rein enzymatische zu betrachten ist. Bei der normalen 
Hefegdrung bildet sich gewéhnlich keine nachweisbare Menge von 


1 Ann. de I’Inst. Pasteur 1911, S. 682; Bull. Soc. chim. de France (4) 
9, 671, 1911. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 23, 1925; vgl. dazu A. Lebedew, ebenda 
152, 1926. 

3 Osterr. Chemikerzeit. 32, 109, 1929. 

4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 226, 1929; vgl. auch Barthel, Euler 
und M yrbdck, |. c., 8. 237. 

5 Ann. de l’'Inst. Pasteur 1912, 8.8 und 8.29; Ber. d. Don. polytechn. 
Inst. 1913, II, S. 45, Nowotscherkask (russisch ). 

6 Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 270; 71, 14, 1911. 

7 Die Ernébrungsphysiol. d. Hefezelle bei d. alkoh. Garung 1913. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1924. 

® Fermentforschung 5, 138, 1921. 
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Hexosephosphorsaure, obwohl ihre Bildung, wie es zuerst von Harden ' 
und mir? angenommen wurde urd woriiber jetzt fast alle hervorragende», 
Forscher einig sind, fiir das Zustandekommen der Girung unbedingt nétig 
ist. [m PreB- und Mazerationssaft dagegen bildet sie sich bekanntlich iv 
groBer Menge. Dieser Umstand ist nach der enzymatischen Theorie 
leicht verstandlich, nach der vitalistischen aber kommt man unwill- 
kiirlich zu der unsinnigen Annahme, daB die Hexosephosphorsiure 
durch die besonderen Bakterien produziert wird! 


Zusammenfassung. 

1. Es ist nicht gelungen, aus dem filtrierten Mazerationssaft di: 
von Kostytschew und Schulgina beschriebenen Mikroben zu _ isolieren 

2. Es wurde durch die direkten Versuche gezeigt, daB der durch 
das Seitzsche Laboratoriumsfilter filtrierte Mazerationssaft keine 
sichtbaren Mikroorganismen enthalt und fast mit derselben Kraft 
wie der unfiltrierte Saft Zucker vergirt. 

3. Alle Impfungsversuche gaben rein negative Ergebnisse. 


4. Die vitalistische Erklarung des Garungsprozesses ist unhaltbar. 


1 Proc. Roy. Soc. 82, 329, 1910. 

2 C. r. 158, 136, 1911; Ber. 45, 3256, 1912; vgl. auch diese Zeitschr. 20, 
114, 1909; 28, 213, 1910; 36, 248, 1911; Bull. Soc. chim. de France [4] 
11/12, 1040, 1912. 
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